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A method for the selective determination of 
microbial cells, in a sample suspected of containing 
both microbial and non-microbial cells, is 
described which involves the selective release and 
enzymatic inactivation of non-microbial 
nucleotides, followed by the rapid and specific 
inhibition of the inactivating enzyme and the 
release and detection of microbial nucleotides in an 
appropriate assay, such as a biolu minescent assay. 
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Hie Erfindunn betrifft die snlpktive Restimniunn 
\/an mikrodieilen Zf?llen in eincv Probe, in riRr sQwohl mi- 
krobielle alR Ruch nichtmikrobiRl le Zpll^n vermutet wer- 
riRn. Eln anHprer npnenstanri her Erfinrlunn bGtrifft die Wer- 
i.ienriunn eines ^ssayB, z.R. eines niniumines7En7as5avs , zur 
t^'estimmunn won mikrnbiRllsn i^lukleotidRn in einem V'erfahren 
7ur Pentinimunn rles \/nrhanr1ensGina , rler Anzahl odHr Hiomasse 
\jon mikrDbiRllHn Zellen in einer Probn sniiilR rlas Inakti- 
viercn oHcr Entfernen vnn nichtmikrobiellen iMukleotiden vor 
riem Erfassf^n van mikrobiRllen ^Juk 1 t i ripn . 

HintRrnrund dRr Erfinrlunn 



Fi.lr die liRrzeitinen ^iolumineszenzassavs zum 
Restimmen rjes Vorhanrlense ins , der Anzahl oder der Biomasse 
von mikrobiellen Zellen in eincr Probe, die auch nichtmi- 
krobielle Zellen enthalten kann, njerrien unerwunscht lanqe 
nehandlijnoszfjiten benotint. DiesR Werfahrsn beruhen allne- 
mein F3uf dsm Erfasson von mikrobiellen ^uklPOtidRn, uic 
dem Adenosintriphonphat (ATP). In eineT typischen Assay 
klinnen 'T^ikrobiplle Zellen so behandelt liierden, daR sie ihr 
ATP in Ltisunn brinnen, so da*^. es nit den in deni Piolumi- 
nps7pnzaGsav vcrtiipnde ten Peanenzien in npcienujart von Ma- 
finnnlipr {\nri fntiprr, to ff imter Er7Puaen \/nn Phntnnnn reaqieren 
kann. Zn dipsen PeaqRn7ien nehfirpn das Enzv" Leuchtkpfer- 
luciTerase und Luciferin als P,ubstrat. niesp Photonen konnen 
erfaRt hiprden, und ihre An7ahl korreliert mit der Menqe des 
ATP und daher mit der Anzohl Oder ^asse der ursnrunqlich 
varhandenen Zellen. ^^iehe allnetnein die liF-Pfipn 3 1U5 050, 
3 971 7G3, '* 0^^ 7'.5, ^* ?BU 171, U 303 75? und U 501 B13 
und Leach, j. AqpI. Riochern. 3, U73-517 (19fl1). 
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nip HehanHlunnszei tpn sinr iinnrw 

U,.,3 .or.»n..n, nlchtnuKUotl.. Z.U«n „=n ..n ...leot Hen 
- . .S.,V. -tr,.nt ,.,.r..n. Xn US-P. 3 7.5 090 

„„.„„c.la,,»n. „ic.t,l.rc»UU.s ATP folot .u .n far- 
ni. Prone "Ir-. »p.7.ifl=cnen Fr.is.t.pn von »TP 

PTP uiirr< rlurch Zusatz einet. v ^,„,h = 

z n oiner ATPasG ocler hf^ufiqer e.iner Apyrase. r-is beide 

.ir^ das Enzvn inakti.iert ocler zerst.rt. so .a 
.on nen .i.ro.i.Il.n Z.Uen fraLo.setzt. Zell.n n.cht .e- 
einflunt. nonn .im .as .i.ro.i.lle ayP freiqes.tzt un. 
fiurch ein P.ioluminRSZBnzassav erfa"t. 

In rier DS-P? ?■ 7^.5 090 ...srrten verschiedene MaR- 
n.h.en zu. ina.ti.i.ren o..r Z.rst.ren dsr Apyrasea.t i.i t.t 

H„n .lie ProteinP der Probe (einschlieRlich der 
nahmen loerdBn alls vrotcini. c- 

% ocnP7ifisch und unumkGhrhar zerstnrt, z.H. durcn 
Enzyme) unsneziriscn um u „4_i,t 

.,1, s,hr ...nhr.cnPlnUcn aucn ,Uro». = U. 2 = 1 - 

,„UBr.n und dadurc. di. t.„r indUc...i t und r.anau.a...t 

ries Assayn boRintrPchtiqRn. 

In der qHnanntBn Patentschrif t .oirri auch die 
Weru.end.na von ..Enzv^inhibitoron" .orneachiaoen doch sind 
biaher off.nbar k.ine Inhibitcren beKannt, die ein ATP- 
.,dralvsi.r.nd3. Enzy.. u.ie Apyrase. inbibieren kSnnen und 
, . binsichtlicb der Reaktionspartner . der Reaktionen und/ 
Oder der Ernebnisse eines darauf f oln^nden Riolu.ineszenz- 
a.savs fnr die Uer.endunn in derartinen Verfahren neexnnet 
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InfolqerlESsen hat man trotz dor in der US-PR 
, 7U5 a9U vornescHlaaanen MaRnah.an in techniscH.n Vierfahren 

pot.nti.Ilen EinfluH .es n.^.-Iich als Hv^rolase var- 
..,en..tan En.v- ^pvrasa auP .as .i.ro.ialla ATP einfaC .a- 
riurch untardruc.t. ria'^ Hie Apyrasa in niadrigan Kanzan- 
Jalnan .ar.andat .ird. .ia as in dar US-PS . 303 75. .T- 
qaschlan.n .ird. Rai diesen niadrlQen Konzantrationan 
Laucht dia Apvrase zu. Ina.ti.iaran das nicht.i.ro .a n 
ATP antsprachand .ahr Zait. Nach dan, .ollst.ndi.an Inakt - 
.ieran das nicht.ikrohiallan ATP kann dann das mikrobxalla 
ATP frainaaat.t und ainan, Assay untaru.arfan .erdan. ob.uohl 
oin Tail diasas ATP in dan, Varfahran dure, dia noch vor- 
handana und noch akti.e Aoyrasa inaktiviart t-xrd. 

Dahar ist bai ainer qaqebenan Anuendunc, die op- 
ti.ala Manca dar «aru.andatan Apyrasa in, allGen,ainan jana 
Manca. n,it dar dia nicht.ikrabiellan M.klaotida xn dar kur- 
zastn,.giichan Zait inakti.iart uardan k.nnan, n,it dar abar 
.och noch ain Erfassan van .ikrobiallan, ATP n,bgl ch xs . In- 
folcadassan sind dia Apyrasakonzantrationan in, aU.a.ainan 
sahr niedrio und dahar in dam Gasamtvarf ahran das Inaktx- 
.iaran das nichtmikrobiallan ATP dar a. l^nr,stan dauarnda 
Schritt. in zahlraichan dar in. Handal arh.Itlichan Biolu- 
ninsszanzassays zun, Erfassan von Mikroban .ardan zun, v/oU- 
3t.ndi,an Inakti.iaran das nicht.ikrobiallan ATP durch 
Apyrasa Zaitr.u.a von at.oa 10 bis 60 .inutan banutigt Man 
kann dias mit dan andaran Schrittan ainas typischan Assays 
.arolaichen. z.P. .it da. HinzufO.an und 

acanzian. dan, Freisatzan vnn .ikrobialle. ATP und Er 
.aunan und Z.hlan von Photonen. .as oou..hnlich xn ax r.u.an 
in dar TroRanordnunn von Minutan odar soqar von Sakundan 
arfolnt und in auto.atischan Warfahran durchnefUhrt uird. dia 



~ k ' 



; r b=i nrr nelh.nunter,uchunq von z=hlr.ichen 

len Wukleotirie in kurzerer Zeit inaktiv/ier 

un. .i.se. SC.itt .aner in auto.atiscbe Assayverfabren 

aurgenominen uierden kUtinte. 

So»lt ist rnr das SPhndlB InaktivUr.=n von 

„.„.n .l...nn.n schnell un. uir.s,. ne.art 
..erden konnon. daS sia das darauf rolqande Assay 
bisile NukleotidG nicht beeintrachtigen . 




Pi. Erfinrlunn schafft ein U.rfahran zum selok- 
. ' " nn nilkrobiellen WuklRotLtlen In einer Probe. 

auch ™iwr=»l.ll^ Z.ll.n antn.lt, .a.u.ch ,..enn,..cnnat. 
das w.rfanrsn folqi^nrie ?.chrltt3 umrant: 

(1) nlcntn-iktoblelle uierden 9=lekti» 

f reiqesGtzt ; 

4.nr.hor. alls freinesetztRn nichtmikro- 
(■P) im uipsentlichen aiie rreiijc 

rinrrh f1 1 p Veruicndunn einer uiirk- 

.n^ktiv/ierpnden Enzyms inaktiv/iert , das 
samen Menne eines inaKtivierGnne -p.^^K^n Inhi- 

.eine Hydrolase ist und das durcb einen spez.fxscben 

bitor inhibierbar ist, 

Hurch die Werwendunr, einer u.irksamen Man.e eines 
l;Lifiscban inhibitors .ird das inakti.ierende Enzy^ i. 
..nsentlichen voUstSndiq inhibiert, 



nesetzt unci 

,.r.h .in „.PlQnet=s l>.»3V "i^" statistisch 

Man kunn rias Vcrfahren fur nas tuu. 
won nikrobiellen Zcllon an.uenrien, z.t*. 

. nn maktiv/ierenclan Enzymen in so hohen Kon 

rllG Wprwcnduno von inaKiivit-' « 

z.ntr.txnnsn. da ^.^ n.stim.unn er- 

rinrrhn^fnhrt uerrlpn unci risriurrn ni.. 

FnrrlHrliche RpnamtzRit bGtr..cntii ^n^i^pn rile 

n„ vnrrn.r.n knnn d.n ..to.atisc^.n ^--Vt.chn.ken 
.L,.it in .ioiu.in....n.n.savs ann3..nH.t -oer^.n. lexcht 
.nnena^.t ...erd.n unci ist mit ihnen k.^patibel. 

on. U.rfa.r.n kann alloe.ein sonar anq«.«nc1et 

■ . o^^nonc rips Riolumines 

Hon ,oPnn Pin Inhibitor neqen exnn Rcancns cIbo 

enihc-t uirksan sein konntp, ueil rtis 
zcnzannavs selbst uitk.u Rcanens Fiir das 
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Ausf 

In r^isnpr Schrift bR7.GiGhne3t 
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der Ausdruck "Assay" joriss Assay zun, Erfassen 
eines in einar lebcnrlan Zeile enthalt.nen od.r von ihr er- 

rler Ausdruck "Nukleotiri" jedes aus sinem Pyrin. 
Pvri.idin od.r Pyridin besteh.nd. .ukleotid. das durch ..n 

.3say d.r.kt od„ ^-^"^ . "[f^^:/;;,;, En.yn,. 

rinr Aucrlruck " mak tivierenacs i^i 

. . K^v ri^n PS ein Erfasscn eines Wu- 

das nine solche l.iirkunr] hat, daH em 

uir.HnT.i- in clem das Wukleotid 

klentids in ninem Assay werhindcrt. xn dem 

sonst srfaat .erdan kiinnte. d.h., ein Mukleotid ' xnakti 



Rofcrn 3US den ZusammGnhann nichts anderes her- 

.oro..t. .e.eiCnen der Ausdruck 

n ^ -^..o ..iP "sopzif ischer Inhibitor , jec^e 

,urch die l..3chsel.irkunn nicht unu.kehrbar zerstart .erden. 
durcn nie U'echseluirkung uenlg- 

..B. durch ..mrn,e oder Saure und d.e ,,ti.itat 
stens tsilu-eisE dafur verant.ortlich ist. daR 

Enzv.s derart und in eine. solc.en Gro.e ver.xnde t 
Tird dl. dure, das Assay eine stntistisch si.nif.kante 
Hc^nnn von mikrobisllen Wuklnntidnn, uienn 
erfant ujerden kann. 

^ vr.r. fiti^rtrncke "nichtmikrobiell" 
Die hier x/erMenrieten AusdrucKe 

.nd ".ikrcbiell" sc.Ue.en einander aus und 

die Mukleotide selektiv freisnt.en kunnen. z B. unter 

• Kfinnisnhcn bzu. ionischsn Tensiden, 
dnr Einudrkunn v/an nichtionischcn ozui. 

u,ie dies in der MB-PH U 303 757 anneneben ist. 



Mit "nichtmikrobiell" uierrlen auch freie oder 

- riiP in einer von einer be- 

antlpre Nukleotido bezexchnet, rlie m ein 

„e„ nuelU .t»»™.n.=n Pro.. vor«a„. = n sin» ^^Z^ 
Fr=is.tz.n von in «r Pro»R vorhandon.n .i.robiellen Mu- 
FiBiafitZ-" „„ii=„ Ole Ausrlrlicke "erstos 

klBOtlclsn inaktlvlsrt u,8r-1an □ollsn. 

„lch„en in dies.r Schrift .1. zu™ Fr.ise.z.n 

„..„„i.ii.n .... »i»o.-u=n 

tel unfl/cdcr Bedlngunqen, z.R. nichtionische u 

u„» die in <l = r OS-PS 3 7<.5 090 ann.nct.enen Mittal unrt 
clinQunnen. 

Als "statistisch sinnifikant »ui^^» 
Scnrirt ain arfa.tar Spia,al vnn „i»nbiailan 
„.,ai=nnat. da. fOr dan Z.ac. ainaa f;'/;',; 
„aiapiela.aisa iat fO, aina -3"--;- ' / Ln- 

da= BloRa Erfaasan »on .iktobiellam ATH, 2.n. b..i a 

.nfunn, ama .ani,a. a»an,a adar oanaua Combination 
r.aaavbadin,„n,an a.ra^dariicb aia in ainam .a- 
nauan zahlan»a.lr,»n Erraaaunn von m.roban. In, ^'^^ 
,ann balablala.,alaa dla Fastatallun, .anurian, ab dar ar- 
raBb.ra .uWlaatioanspiaoal Obar odar untar aina. vorbar- 
a Ltan «art liaat. Masa. varba.basti^ta «ert .ann von 

rail Fail baraohnat .ardan. an dia -l^'"" 

ti„it«an und Konzantrationan dar .aa.tionaoartnar und an- 

ra ralavanta Fa.toran barOa.aianti,t dia - 
keit orter GgnauinKBit riGS Assays dbei 

•• „r,rti' .Mrri hier einc Hennc oriRr em Rrao 
spntlichen nEmmGnd' wirn nier bj. , „ „ 

. • .-i-^t^Bticch sinnif ikantes Assay 
bezRichnet, mit rlsm Rin statistiscn siqni 

riurchijef uhrt loarrion kann. 

Fr.r die Ven..endung im Rahman der Erfinriung qe- 
eiqneta Inbibitoran ..ssnn z.ei nrundUanenda Kritsrien 
nenunan: (D .Hssen sie fUr eins dirakta oder mdxrakta 
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ne^ion.t s.in. .i. .in.ostens t.il.eise zur Herabsetzunn 
... A.tivit.t des Enzv^s QeeignPt ist. und U) .nss.n .^e 
,„art unn in eine. solch.n Hrade .oirksam seln. ciaH nine 
otatistisch sinnifiknnt3 Menn. van .i.robiallen .u.leot.ri.n. 
...enn si. vorhanclan ist. .urch .in As.av orfaHt ...erden kann. 

r'Bm CT^ten l^ritcrium ... ..eniinGn, ist ricr In- 
Hihitor varzunsueis. nin MoleKul. ein. Unrbindunn. Bin 
neanPns und/orl.r .in. npdinn.nn. Hurch das bz.. dxo dxrekt 
adar indirect sine Reaction .it dB. Enzv- berboin.f uhrt 

£in Gpezifisches InhibierRn von eininen Enzymen 
,ann durch ain. "Ruckkonplunnsinhibition" .it Hilf. der 
Produkte dnr durch das Enzym katalysi.rt.n ....tion selbst 
.rfoln^n. nei nine, d.rartig.an Enzv"> '.-rd durch ^i^/- 
cab" dPB betrcffend.n Products di. frtQcsetzt. Aktxvxtat 
.Ps"'Enzv.s inhibi.rt. in allne.einan durch Anlan^rn dan Pro- 
duct, an ain. assentialla (z.R. a.tivc Oder all.sterischa) 
qtalle das Enzy.s. Fernar kcnnen zahlrniche Enzy.. durch 
Mechsal.ir.unnan aines Mnl..uls. ein.r Werbinduno. einas 
..anans und/odar ainar Radinnunn .it ainar odar mahraran 
.esti..tan Gruopan spazifisch inhibiart .ardan, d.a xn den, 
Enzv. anthaltan und iraando,ia fir dia inakti.iarenda d h 
katalvti.cha Hir.se.Kait das Enzy.s varantHnrtlich sind. Zu 
Hpn nrupoan. .it danen aina dararticja .achsal.irkunn ar- 
zi-lhar i3t. qahuran. ohna Einschr^nkunq darauf. Amxno-, 
I.'idazol-. nuanidinvl-. Indol-. Thioathar-. nisulfid-. 
Hydraxvl-. Phannl- und Carhoxy Inruppan . 

Din Stella adar die snazifiache Rruppa Oder 
Srunnan, dia an dar ..!achsaU.ir!<unn batailint ist bz.. sind. 
.raucht odar brauchan sich nicht an dar aktivan Btalla das 
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EnzymG beFindFzn, unH rlin Inhibition riGS inak tiviRrenden 
EnzyfPS konn iinkchrbar orlsr uniimkGhrhar nein. Ferner kann 
der Inhibitor nadurch uirksam sGin, daH er aus rier Losunq 
□dcr wan dem Enzyn ein anrieres Mnlekul nder nine andere 
Verbinriunq pntfernt, die fur die Aktiv/itnt des Enzyms lue- 
sentlich ist, !')r?nn be i spiGlsueisc ein bostimmtss Enzym fur 
seine UlirksamkRit das V/arhandensein oinsB zideiwcrtiQen Ka- 
tiann p.rfordert, kann dRs Enzym dadurch inaktix/iert werriBn, 
da^ diirch ZuGatz eines necinnetEn Chelatbildners dos Kation 
wirksam pntfernt wird. In diesem und anderen Fallen luird 
dann dcr Inhibitor, hicr dnr Chnlatbildnar , als ein indi- 
raktsr Inhibitor fur das Enzym annesehnn, 

In bevorzuqtcn Inhibitoren ist sine optimale 
l^ombination \/nn Faktoron, wie der Rnez i F iz itf^t und Ge- 
schjdindinksit der durch sic? bei.iirkten Inhibition des in- 
aktivierenden Enzyms, der minimalen Sturunq (z.^. durch Ab- 
schrc?ckunc) des riarauf f □ Innnden Assays, sowia der Laslich- 
keit, dns Preisen, der V'c^rf unbarkei t , der Pichcrheit, Sta- 
bilit^t und Rpinheit, vnrhnnden. 

Pevorzunts Inhibitoren sind im Handel erhaltlich 
unri konnen tinter zum Htand der Technik nehcirenden Redinqungen 
\/erii)cnd2t werrisn. Im allnemsinsn soil der Inhibitor hin- 
sichtlich der Temocrntur, des pH-liiertr»s usio. unter den fur 
rlos nniiamtnsriny neninhltan Hpd inriunqen t.jirksam sein. 

Eine bevorzurite Hrupoe von Inhibitoren sind 
Reaqenzien, insbesrindera jene, die fur die Enzyme der Sulf- 
hydrylnruppe spnzifisch sind* Einir}e riieser Rcanenzien sind 
beispielsueise im CPC Handbook of Riochemistry , 2. Auflaqe 
(Snher), 1970, Tahelle C-139) anneneben. Hie Rpezif izitat 
eines bentimmten Inhibitors fur Sulf hydry Inruppen kann fer- 
ner durch V/erfahren fsstQGGtEllt wsrden, wie sie von Riordan 
u.a. in f'-Rthoris Enzym, Rand XXV, R. lyk^^U^k , anqeqsben sind. 
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Posonrfers bR\/or7unt£? Inhiditoren sinri rile 
"P-lnckier- unr< "^arkiRrEnzvnic" , Hie von t^..L- KRnvon unri 
T.ii». ^ruicB in Methods in Enzyf^ol., "^anct XLWII, a07-/*30, 
bnschrieben uorrlpn sinrl. Zu ripn beworzunten unuDkehrhriipn 
Inhibitoren rlieser nruppnn nehdrnn ohne Einschrankunq rlarauf 
rias !\i-Ethylmalp.imiri , riie orqanischen Quecksi IbGrvprbin- 
riunnt?n, rias Jorlacetat unri lias Joriacetamiri . Zu rien bevorzuq- 
tan umkehrbaren Inhibitoren qehuren ohne Einschrpnkuno na- 
rauf riie Arvl^^alaqenids , wie rias OF Oini trof luorbenzol . 

» 

Oamit Rin Inhibitor r»f?rp zmeitpn Kritnriunn oe- 
nunt, ri.h. p.v riip DurchFiihrunq pinF?s statistisch sinnifi- 
kanten Assays oestattet, ist es nicht riotMcnr^iq, daH liRr In- 
hibitor auf rias Assay iibRrhaupt keinn i-iirkunq ausubt. Es ist 
nijr noti.!r?nrlin, Ha^ bpi Vnrhanr<r?nsein einer neeinneten Kom- 
binatinn von Faktoren, i.iiR rien rslntiven Mirkunoszei ten , 
oktivitntcn unri Knnzen tratinncn rinr beteiliqtnn Reaqenzien, 
Hie ErfRssunn von mikrobiellRn Wukleotirien nur minimal ge- 
stiirt iiiirri unri nur sn qerinq ist, riaR trotz nr?s Vorhanrien- 
sRins ries Inhibitors einR statistisch sinnifikante '"^enne von 
'nikrnbiellen MuklRotiHRn noch erfaHt iiierrien kann. Tats?ch- 
lich bGU'irken bevorzuqte Inhibitoren qem^n rier Erfinriunq, 
z.R. jnne, Hin fPr Fulf hyrirylqruoppn spezifisch sinri, sehr 
wahrschRinlich ein Inhibieren von sulf hyriry lempf inrilichen 
Enzymen, .uie Lsuchtk?i fer luci f erase , rile in Piolumineazenz- 
annnys vGr«..ienriG t i.iRrriRn, In riom erfinriunnsnemaRen Werfahren 
uirri Luciforgse nur in einer zulrissinen Menqe inhibiert. 

Die Mirkunq Fjines bcstinmtRn Inhibitors in ei- 
nem Rioluminnszenzassay kann auf vRrschiRriene liieise experi- 
mentell bestimmt kierrten, z.M. riurch Erzeuqen unri Assayproben, 
riie rien Inhibitor in unterschieril ichen Konzent rat ionen ent- 
halten, unri riurch einen Werqleich clerselben mit Kontrollproben 
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.i,lt ...preen kann. die zur, Inhibierp.n nes maktiviar 

Oaher ist die hnutiq ais v 

^ .r,r, in rtem prf inrlunnsnen'aRRn V/er- 
Anvrase f."r die Vieruendunq in dem er 

- ..oil PB Qffenbar nicht monlich ist, 

fahren nicht qsGinnet, well hs arre ne- 

h = „ riPT riiesem 2uJf?iten Kritenum qe- 
einen Inhibitor an.uqeben. der diese 

n.qt. Es hat sich qezeiqt, daB die ap^rase ^""^ / 

3qen.i.n der T.irh.drvi.uqoe 3 r.;3r. 

z.R. Ualenzusla u.a.. Riochen,. J.. 133.75b 

n.shalb sind in, Rahn,en der Erfindunq als inakti- 

.Urende En.v- 3- ^".v- --nnbar. die ^^^^^ ^T^ZZ^ 
..... Diese Enzv.e .Hssen ebenfalls z.ei ^^^^^ ^ 
t.rien oen^^en: CD ^^ssen sie derart .irksa. 

n .rfassPn dpr nicht.ikrobiellen .ukleotide in e.nem Assay 

J i ^i"^ -^^"^^^^ "'^'^ 'T' 

: r is en Sie nPeiqnet sein. eine sqezifische .echse - 

' . Hpn durch dip diese FPhiqkeit im ..Rsentlichen 

wirkunn sinzuoehen, durcn nn. 

verhindert Oder inhibiert ...ird. 

OP. PrstPn Kriterium oPnOqende Enzyme sind be- 

.Xs S.bstrate ,,,.,.elten endo- 

□ hoaphnrvlieren, nls auch ^nzy-T'e. -^..^-.^en hei denen 

t.er.en Reaktionon a.f andr..r. Substrate ^ 

n.^rhFi-hrpn der Heaktian ein Wukleotid, z.n. als 
aber 7.un, Durchf..bren . er ,,irkpnden (iauivalenten 

Duelle von Enerqie oder v/nn reduzierenri uurkende 

erforrlerlich ist. 



. r ,.P nerr^pn am besten nea,nB rier KLassi- 
' T.^ieTt Hic von riem Mn-^enklaturausschun 

H„ international Un.on of . Enzv-^^las- 

sifrKot.on C \" n.kleoticlina.ti.ier.nn.n cn- 

.V.en Destin,n.t. Enzv"^^ ci.r Klass.n 
Transferasnn. Lyasan. Isnn.ras.n un. Lxnas.n. 

■ inaktiviersnrlen En7vme bevor- 

o lp-n.Ucn.elt ..n.n.ber elne. spezx- 

fischen inhibition hahen. Ferner ^ p^^ktionen. in 

^onktion^'n katalvsierRn, 
p>.othGrn,H P^aktion- ,..,ochen dsm Mukleotid unri 

„,5„sn mrer «o=tsn „„„dua = rbare 

S.^tsndirikolt unrt ne.nh.lt f..r = 

wRiten ^^^uJe!nc^u^qsbe^RlC^ 
s ind . 

Rruppe ^.7.1 wird ci Gruppe P. 7.?. 

an sine Carhoxvlqrupoe , riurcn j 
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sticlcstofFhaltiqe Gruope unci durch jene der Gruppe ? .1 .U 
an eine an.ere Phosphatgruppe . ..i. dies bei der Adenylat- 
kinase n.r Fall ist. Die durch En.ymB der erst.n Gruppe 
i9 7.1) katalvniprten Reaktion.n aind in, allnameinen un- 
u.^enr.ar; Hi. durch die andaren drei Hruppen katal vsiarten 
danen.n in, allnen,ainan umkahrbar. In dam erf indunnsc,en,aRen 
Uarfahran ist dia Umkahrbarlceit dar Raaktion in, allc,en,ainan 
kein kritischRr Faktor. 

Havorzunta Phosphotransf erasen sind die Hexo- 
kinasa. die Acatatkinasa und cha.ische Modif ikationen der- 
selben so.ia die in dar unter EC 2.7.1.30 klassif iziartan . 
,la qauahnlich ala Glycarakinaaan bazaichnat u.arden (und 
auch als ATP:Glvcerin-3-ohD5nhotransrarasen bekannt sind). 
Rlvcarokinasan katalysieran dia Ubartraqunn einar Phosphat- 
pruppa von amam ATP-Donor.olakul auf ain Glycarinakzaptor. 
molekul nach der Gleichunq 

+5? 

'^'''5 ADP + nivcerin-3-Ohosphat 

ATP + Glycerin ^ 

UPrschiedena Glycerokinasen komr,en in der Natur 
.or. .adB von ihnan u-andelt ain Glycerin in Glycarin-3-ph03. 
P.at u.. Dies ist aina Forn,. die in .erschiadana Synthasen 
eintratan kann. z.H. in jene. dia zu Glykoqan. TriacylqlV' 
cerinen usui. fuhren. 

Reeiqnata Glycerokinasen sind im Handel erhSlt- 
lich z.R. von der Siqma Chemical Company, St. Louis, Mis- 
souri, von der die mikrobiellen Enzyme arh.ltlich sind. die 
.on Candida mycodarma. Candida utilie und Escherichia coU 
abgelaitet sind. Glycokinasa kann auch von 

Quellen. z.R. von Pfiuqetieren gau.onnen uierdan. Glycerokinasen 
von verschiedanen fjuellen unterscheidan sich nicht nur hin- 



sichtlich ihrer Inakti\/ic?runQ3ak ti vitat , sanrJern z.B. auch 
hinsichtlich ihrer Inhibierbarkei t (lurch verschiedene In- 
hibitoren. Peispielsuieisc sinri von FiRuof? tieren newonnene 
GlycGrokinasEn im allqemeinen durch Joflacetamiri starker in- 
hibierbar, wphrend die von bakteriellen QuBllen qewonnenen 
durch organische QuecksilbervnrbinriunnGn st?.!rkGr inhibier- 
bar sind. 

OiR physikalischc Form oder die Aktivitat des 
inak ti\/ierGndE?n Enzyms, (dns z.R. in Form von kristallinen 
Kristallsuspansionen, qeFriGrqetrockneten Pulvnrn oder Lo- 
Gunqen verucndRt werden kann) ist nicht kritisch, uiEnn sie 
in ihr°r Forin und Aktivitnt fur die V/Bri.iendunn in erfindungs- 
ns'nnREn V/erfahrsn geeinnet sind. 

Erf orrierlichenf alls wird in dRi* erf indungsqe- 
mSPon V/Rrfahrcn jpdes inakti vlGrende Enzym im allnsn^einen 
zusa'nmRn -nit einer zunese tz ten , d.h. Gxcqencn MRnge dGS cnt- 
sorRchenden Ak zee tormalekuls verwendet. Man kann auch endo- 
qenc AkzeptormolekniG verwendcn. blenn anzunehmen ist, daB 
die Probe das Akzcptormolekitl in einer qeniiqenden Menqe ent- 
halt, kann riiese berucksichtint uerden, doch uiird ein Zusatz 
von Akzsptormolekulen in siner solchen Konzentra tion bevor- 
zuqt, riaR eine genugende Aktivitat des inak t i vierenden En- 
zyrns gewahrle is te t ist. 

Das bevorzuqtE Akzeptortiolekul ist beispiels- 
iiieisG fTir Glycerokinase das Glycerin, das von vielen Liefe- 
ranten ohne ueitcrcs billiq erhaltlich ist. Die bevorzuqte 
Konzentrat ion dss Glycerins lieqt im allqemeinen zuiischen 
Gtwa 1 mM und etua 30 mM, insbesondere zwischen etwa 1 mM und 
Gtuia 10 mM. Durch die niycerokinasR werden jedoch auch andere 
Akzeptormolekule phosphoryliert , wis das Oihydroxyaceton , 
l-niyceraldehyd, 1-Rlyceralriehydacptat usui. 



3ecles inaktiv/inrenrle Enzym i.iirrt ferner vor- 
zunsueise unter solchcn nEriinnunqen .jnri mit Kofaktoren ver- 
wenriet, rtie f-ir seine hiirksamkeit erforrierlich sind, so- 
fern riiese ne-iinnunqen unri/oder Kofaktoren rias rtanach 
durchqeffjhrtG Assay nicht merklich beeintrachtiqen. Rei- 
spielsuieine ..lirrt riin bevorzuqte nivcernk inasa in. allqe- 
meinen in n^nenwart von zuiniuiertinen Metallkationen , wie 
MG*^, verhicnhet. Einiqe Plvcerokinaaen .jerrlen riurch Mq"" Oder 
anriere, ?hnliche Katlonen anqereqt, uiShrenri rierartiqe Ka- 
tionen bei anderen HI ycerokinasen ahsolut natuienrtiq sinri. 
Oie f'jr riis Ueruienrlunn der PlvcerokinasR optimale Konzcn- 
tration von Mq"-' hfinqt teiluieise auch v/an anderen Faktnren 
ab, z.P. von rier ATP-Konzentration , lisqt aber im allgemeinen 
zujischen 1 mM unri ID nM unri vorzuqsueise zwischen 3 mM und 
7 m'l. 

Ferner luird das inaktivierenrio Enzym in einem 
pH-Wertbereich verwenriet, in dem das Enzym oiirksam ist. 
Reispielsuieise lieqt bei Glycerokinase rier pH-l.lert v/orzugs- 
ujGise zuiischcn G und 10, insbesonders zuischen 7 und 0. An- 
dere Hilfsstoffe unri Redinnuncien fiir jedes inaktiviorenrie 
Enzym sind in rier Literatur nut beschrieben unri sinri im all- 
nemeinen im Hanrtel erhnltlich. 

In dnm erf inrtunqsqemnRen Uerfahren uirri von ei- 
ner Probe ausqeqanqen, die vprmutlich soujohl nichtmikrobielle 
als auch mikrobielle Zellen enthnlt. Oa nichtmikrobielle Zel- 
len im allqemeinen mehr Wukleotide nro Zelle enthalten als 
Tiikrobielle Zellsn, ist es nicht notu.enriiq. rtoP die Probe 
nichtmikrobielle Zcllen in ciner nroneren Anzahl enthnlt als 
mikrobielle Zellen. Die Anwenriunn des erf inriunnsqemHRen Uer- 
fahrens ist qeboten, wenn die Probe so viele z.R. naturlich 
vorkommenrie orier verunreininenrie Nukleotirie enthHlt orier ent- 
halten kiinnte, unri zuiar entweder in Liisunq orier in nicht- 
mikrobisllen Zellen, rtaH riie Bestimmunq rier mikrobiellen Zel- 
len verfalscht werden orier unzuverlessiq sein kUnnte. 



Zu r1f?n tvpischen Probnn. 3uf die das erfindunqs- 
qsa,S33 Uerfahren annerjQorlet uierrien kann, nehoren KbrperflGs- 
Binkeiten, .uio Urin Oder Plut. MolkGrsiproriukte , zubereitete 
Wahrunnsmittel, PetrnnkE unr^ Snf to . K.Qsmetika und Pharma- 
zcutika, rinr Uninebunq ontnonmene Proben sotuie Proben fur 

'r- ^ T n 7iim Tt?Gtpn von Antibiotika. Die Probe 

Forschiinnczuiecke , z.:^. zum lejti.n 

.oirn nach bekanntP.n TnchnikL-n cE-.-onnen, manipuliert und prfi- 
pariprt. Z.R. kann man elnp Probe riurch Vorinkubieren oder 
FiltriP.rnn anmichern odRr si- Kislichnachen Drier enttriiben 
□ Her Sinn r.bPrmrinir.G Fnrbunn od?.r \/lBkasit?t vermeirien. Wor- 
zuas-ueisn ..erden die Proben nach bekanntnn Uerfahren als 
Einr.al.ellen in rnusoensinn oder als einzelne Oder doopelte 
Lanen von Zellen hergestRllt. 

In Gincm erGten r.chritt dees erf indunqsqemaRen 
wprfahrens ...errien snlektiv ^'uklr.ntide von nichtmikrobiollen 
ZGllcn freinesetzt. Dazu vertuendet man vorzunsweise ein erstes 
Freisetzunnsn^ittel. dao die nichtmikrobieUen Zellen bei- 
SDiplswRise a.jflcst oder durohlhssio macht. Dar, erste Frei- 
sPtzunnsmittel kann jedP Verbindunq oder Beriinqunq sein, die 
eine ^elektive Fraisetzuna von nichtmikrobieUen Mukleotiden 

taawirkt . 

Das erste Freisefeinnsmittul ist vorzunswoine ein 
nichtionisches Tensid, z.R. ein ethov yl iertes Alkylphenol 
onor ein FettsiHirepolvql vkolether , i..ie sie in der US-P? 
h 303 75'' beschrieben sind. 

nnn GTHtn Freisetzunosmittel luird ripr Proben- 
losunn in einer ..irksan^en Konzentration zuqnsetzt, die zum 
FreiGHtzen in ,„rsentlichen allcr- nichtmikrobieUen Mukleotide 
innerhalh eine^, ne...nnr.chten Zeitraums nnnunt. fiei V/ert^endunq 
sines hevorzuntnn nrsten Freieetrunnsmittnls uiird die Membran 
von nichtn,ikrobiollnn Zellen durchlPSsin. oo daO Mukleotide 
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schnell unci Frei aus ricn Zellen in Hie extrazellul re Um- 
qehunq dif fundiercn kiinnen. Rei V/erujenrlung eines bev/arzug- 
tcn ersten FrGise tzunqsmi ttels uercien die meisten Wuklea- 
tirle aus nichtmikrabiellen Zellen innerhalb von 15 bis 60 s 
f reiqesetzt , wenn nicht mehr als etuja 10 Millionen nicht- 
mikrobielle Zellen pro ml \/orhanrien sinrl. Da rlie nichtmi- 
krobiellen Zellen im allqemeinen nur einen kleinen Prozent- 
satz rics Volumens der Probe einnehmen, ist die Mehrzahl rier 
Nukleotide auRcrhalb der Zellen vorhandsn, nachriem die Zel- 
len durchlHssio Qeuiorden sind. Reqebenenf alls kann die Probe 
bei ZimmertRmoeratur Oder jeder anderen peeiqneten Tempera- 
tur, vorzunsuieise jedoch bei einer Temoeratur zuischen +? 
und +iiG°C, z.n. bis zu etua GO min inkubiert 'jerden, riamit 
sine maximale Freisetzjnn dc?r nichtmikrabiellen IMukleotide 
rr^ijinhrleistet ist . 

In einem ueiteren Rcbritt uerden im wesentlichen 
alle f reiqesetzton nichtmikrabiellen Mukleotide durch ein 
inaktivierendes Enzym inaktiviert, das nit einem spszifischen 
Inhibitor inhibierbar ist. Has inakti vierende Enzym kann der 
Probe vor, bei und/oder nach der Zunabe des ersten Frei- 
setzunnsmittels zugesetzt i-ierden. Der Zeitpunkt der Zuqabe 
des inaktivierenden Enzyms ist im allqemeinen nicht kritisch, 
uieil unabhnnniq von dc^m ZeittDunkt der Zuqabe des Enzyms des- 
sen schuache inoktivierenrie Mirkunn erst zur Geltung kommt, 
nnchdnm IMuklnntide rreinesetzt uiorden sind. Aus Grunden rier 
Pequemlichkeit und neschiuindiqkeit wird das Enzym vorzugs- 
ujeisR nleichzoitiq mit dem ersten Freisetzunnsmi ttel zuqe- 
setz t . 

Die Konznntration des Enzy^^s ist nicht so kri- 
tisch win in ZvThlrRichen derzeit mit Pyrase durchqef ilhrten 
Assayverf ahren , und zwar desweqen, hieil die er f indunqsnemaRen 
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En7v^e itn t.GSEntlich.n belicbir, unrt unabhr:nnin von xhrer 
KcnzPntration inhibiert u.rrien kunn.n. nj. tatsMchlicha Kon- 
z.ntration d.s Enzy-s ist auch vn rlsr Art ries Enzyms unci 
SPincr nuellG. vnn seinor P.ktivitr.t . von rtor vermuteten Kon- 
zentration rier nichtnikrobiGllcn Muklsotirie usu.. abh^nrim, 
ujie e3 sich fur dsn Fachmann wersteht. 

Im allnemeinen sinci die bev/orzunten inakti- 
^;ierGnd3n Enzyme r,ar,f>fl der Erfindunn in einer u.irksamen Kon- 
zantratian vorhanrien. n,it rier die Mukleotide in rier vermu- 
teten Konzentration in der qe...unschten Zeit inaktiviert u,er- 
don kunnen. Hiese Konzcntrotion kann durch Berechnung nder 
vorzunsyeise durch einfache Uersuche bestimmt warden. Etiua 
vr.ruendete Pkzentarn-olckuls und andere Uerbindungen . KTak- 
to ran Oder fur die -.lirksamkei t des Enzyms erf order liche an- 
dare Molekule uierden v/arzunsueise zusammen mit dem inakti- 
vierenden Enzym zuqesetzt. 

Die Probe uird vorzuqsyeise in nemanung solanQS 
inkubiert, daB das inaktivierende Enzym im u,esentlichen alle 
aus den nichtmikrobiRllen Zellnn f reigesetzten ^-ukleotirte 
inaktivieren kann. Dank dnr notuiendic,er...eise niadrigen Kon- 
zentration riP.s 7.um Inaktivieran von nichtmikrobiellen ^'u- 
.<loQtidnn verwendeten Enzyms, d.h. der Apyraae, muP. eU,a 
10 bis GO -in inkubiert .-erden; diese Zeit ist zum proRen 
Toil won dPr Art der Probe abhnnniq. I" '^^-'^ erf indungsnemnOen 
Wprfahren kann das inakti vierende En.yoi in Konzentrationen 
ruqesptzt .ierden. mit dcnen diese Inkubationszeiten entapre- 
chend verkflrzt ...erden kunnen, im alloemeinen mindestons auf 
die HhlftR und v,arzuns,..einc auf Pin Uinrtel oder einen noch 
••cr.rzeren Tail der Zeit. die in einem veroleichbaren iiblichen 
y/erfahren benUtint ...irri. in dam mit nieririgen Konzentrationen 
von Apyraae qearbeitet -oird. Daher betriigt in riem erfindunqs- 
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nnmpHsn Vcrfahrcn Hin Inkubntinnszn i t xyorzunsuoise 10 min 
ortcr bieninnr, insDsnondRrc 3 min oDor ..inninRr. Die richtinR 
InkubationczRit kann vor alien, untsr nnrncknichtigunq rier 
wsrmutEten Knnzpntratinn der nichtmikrabipU-n NukleotirlB 
-jnri 6ft rclatiwGn Sonzentrationpn unrl ."ktivitnten fies inak- 
tiv/inrr.nd-n Enzx/nr. unn ncs Inhibitnrr, bontimmt wRrflsn. Fiir 
den Fachmann ufBrsteht rjs sich, rlaO hei neninneter Abstimmunq 
riieser Faktorcn in kurzer Znit ein solchsr Hrad dt>r Inskti- 
vierunq erzielt ...Grrien kann. dal danach eine FrsisHtzunq unrl 
p.estimmunn von mikrabiGllRn Wijkl»30tiricn mcinlich sinrt. 

In eineta uieiterr^n Schritt luird mit Hilfe einE?s 
snszifischf^n Inhibitors dos inaktiviersnde Enzyn, im wesent- 
licht^n vollstPndin inhibinrt. Oer Inhibitor wirri risr das in- 
aktivicrnnns Enzym unri dia nichtmikrobinllen NuklHotirie ent- 
haltnndcn LGsunn vorzuqsMe isR direkt und in colchen Mcnqen. 
zu oQlch-n ZEitpunktsn und untt^r solchcn Pcriinnunqan zune- 
ECtzt, dn"^. dos Inhibinrpn unter HRuinqunn in einer kurzen Zeit 
von pthia SO s odsr uieniqpr durchosf ilhrt -lerripn kann. 

Dit? MnnoF?, in der dsr Inhibitor zuqesetzt wird, 
ist v/on Faktorpn .oiR dsr Art, Uvp.lle, Konzt-ntration und Em- 
□ finrilichkt.it des inaktiv/iPrRnden Enzyms und der I'-onzentration 
und Emnfindlichkcit von in den. nachf olnonden Pssay ver.uende- 
ten ReanenziGn nbhSnqiq. Hie Konzentration ris-s Inhibitors ist 
nicht krittsch. doch wird er worzuqs.ueir.e in einer u^irksamen 
Konzentratian veriuenriet, mit der das inaktivierende Enzym im 
.jGsentlichpn v/ollstiindin inhibiert uiird. bsi dsr aber eine 
litatistinch sinnifikante ErTanEunq v/on mikrobicllen Mukleo- 
tiden vornr^nnmnGP .mirdcn kann. Die KmnzROtration . in der der 
Inhibitor tatsPchlich ver...Gndet i..ird, ist in betrSchtlichem 
Grada von dem ncuinhlten Inhibitor und dem weruiendeten inakti- 
viGrenden Enzym abhanqin und kann vom Fachmann riurch einfache 
\]i=rsuche Rmittelt iiiurHan. 



ReoRbL-nGnfalls Kbnnen nach dc") Inhibiersn des 
inaktivi.rpndGP Enzyms uf^itora MaRnahnen n^troffen .-errien. 
in=bn3cnd.re ...nnn dsr apaziflscho Inhibitor in .iner huheren 
Konzentration als das Enzym vorhanden ist .md auch auf an- 
nnr- Fiir das Ar.say zuzuSRtzendcn Reanenzien inhibicrend 
,.,irkt. na dies. Ar^sayrGanenziRn qe...Dhnlich zu den t.urcren 
in den erf indunnsne^n-^en WnrfnhrPn veru.endRten Rubstanzen 
nchb^pn und no..:ihnlich in r^atcrialsntzon in vorherbostimmt.n 
fVngpn im Hnndnl erhnltlich sind. kann as untPr manchen Um- 
stnnrien ratsam sRin, zum^chr.t .iniq. ad.r alle der .on uber- 
.chr.ss^n.n, Inhibitor a»f din Rnancnzien au.noubtan ..!irkunn..n 
zu untordrucken. bavor di. R.an.nzi.n salbst inhibiart .or- 
Mnn nndurch kann nouahr laistet u.nrden, daR sina ,oirksa.>e 
und vorruqsusisa b.kannte Manna von ^^ssavrea^o^zian .uirksam 

bleibt. 

Eine diEser moglichGn MaRnahmen bRsteht darin, 
rtaR rier Lcisung aina Uarbindunq zuaesr^tzt ...ird. dia selbst 
fhhiP ist. mit ubarschusBiqr-m Inhibitor zu raagiaran und ihn 
dadurch zu bind.n. Hnnn baisnielsu.ais« dar Inhibitor aine 
Peanans ..it ainar Hulf hydrylqruppa ist. kann sin Anlnosnurcn- 
cy.tPin r.unasctzt .ardon. da. cine 5ulf hydry Ipruppe anth.lt, 
dia nit Ginam sulf hydry lanof inrilichan nssayreaqens um den 
Inhibitor konkurriert. Ourch ainan Vernlaich dar Rinduncjski- 
netik zuaT.h.n dan, Inhibitor ..nd dem Cystain ainarsaits und 

J — ,^,.oi+c- '^-qnn dnr Fachmann ohne wRiteras 
dan, oisr.avrnannns nnderersnits ^ann n_r 

die Konzantrntion ar.itteln. in dnr das Cystain arfordarlich 
i.t danit dr,s nichtinhibiarta Assayrer.nans in rier qetounschten 
Knnznntrntion worlinnt. 

\iorzuns.,ieisa uiird dnr Inhibitor v/or dem Frai- 
satzsn dnr mikrnbiallan f-'uklootide zunesetzt oder .oenigstens 



Erfa.aunP rinrsBlb.n nicht ^e^r mUnlich ...Sre. In ^e. ar- 
finHunn.ne-n.nnn W.rfhren ...irH Her Inhibitor vorzuos.exse 
nleich.3itin ^it n.. z.ait.n Fr.isn t.unns.i ttPl zunesetzt 
H H in H.. zeitpun.t, in ... .a. Fraisetz.o von .u.laat.clen 
vnn'.Pn .ikrobi.Unn Zsllrn brninnt. n.i .iner .teuarunn 
.^rschi.nan.r Foktoren. z.n. r.Pr nonzentration und Art dP.B 
ina.tivl.r.nn.n Enzynn. rles Inhibitors unr, .as Freisetzunns- 
.Lttels. r.lBtiv zu«inan..r .ann d.r Inhibitor das Inaktx- 
.i.ren.e Enzy- innnrhalb von .nkunden .irksa. inhibi.ren 

^FoTni- kann r<er FachniFsnn den Inhibitor unci 
in SRkunrHcn prfolqt, kann ner c^l- ...^^h 

rhnP bieit°res so veruienrien, riaR clurch 

.ie Enzv^.-<tivitHt i. ...csontlichen allP ninht^i.robiellen 
nu.leoti.e ...nd vielleicht auch ninin. d.r .i.robi.ll.n .u- 
kleotlri. ina:<ti.ert ...rden. ab.r eine statiatisch sxqn.fx- 
kanta '-■enqP der mikrobicllen ^Ju'Kleotide verblaibt. 

In einem u..3iteren F.chritt werrlen dio mikro- 
,i,ll.n ri.kl.otldP .el.ktiv freinesatzt. ^ies kann qleich- 
.Pltln .it dar Zunab« dea Inhibitors oder danach b.uurkt 
;.„,Hen. xnH.. .in zwaites Fraisatzunna.i tt.l in ain.r u.xrk- 
sanen Wiinqe ziiqesntzt (■'ird. 

ni., zMPit.' Frrlr,f.t7nnn5mittnl -..arncn ioninch^ 
TensldE venuend^t, uie sip. m dnr UP-P- ■ u.. 
sind Ein b.sondars bc.orz.qtaa z..oitea Frainate^nqsmxttal 

em np.isch aines qirutsrn^ir.n nn,-T,oniun,sa Izes und einas 
ethoxvUarten n.inn. nthnxiU.rt.n Oia.in^, Fotts.urepolv- 
.thvlenn.lvkal3stara od.r Binaa othoxyl iar ten A.ids. Bex 
exnor V.r.andunn von bavorzunten z.eitnn Frniaetzu^qsmxttaln 
in qpainn.ten Konzantrationan z.'^. in axnar Hrc-anordnuno 



won G,G5 tilG Wol.-.. , i.)i3rcir-n ciic! ZRllmnmhran ijnd die 

ZRLli.ianri von V:i;<rahen i'n aliner>einpn so cturchlf'ssiq , rlaf^ 
i^'ukleo tidn r,chnell, in fc2inpr MiriChzeit von etwa 15 bis 6D s, 
freinRSRt^t merrlpn kunnen. 

In 9inr^m MsitRren Rchritt uirrl in einem ne- 
eaiRHPten Asonv, z.f*. einc"i Pioluminpszenz- orier Chemilumines- 
7.en7a'3r,av, sine statistisch sinniFikante Menoe rier frpine- 
setztc?n nikrobicllsn fviukleotine erfa^t. In rlem erfinrlunqs- 
fiwm^npn Werfa'iren kunnsn aber auch anriRrR Assays verbienrlet 
Merrtr?n, 7ij fipnp.n Hii? in hrt Technik bpkanntpn photome trischen 
unri noRktranhatomRtrischpn .Ossavs, FluorRSZRnzassays unn 
anr»nrR in rlRr Tachnik bpkannte Pssays vRriijenrlp. t uiert^Rn kbn- 
nen, -nit ric?npn f^ie wnr^anrienen Tnikrahipllen Muklpotirle 
r^irrjkt nr^RF inHirRkt nrfn^^bar sinrl. 

\/nrzunsi.»RisR i.iirrt sin PioluminRszEnzassay v/cr- 
MRnHet. In ninem typischpn /^-ssay luirM nine Pliquote von z.^. 

"ikrolitGrn his 1,11 ml rier Prnbenlusunq mit riem bz«u. den 
npeinneten niolumineszanzreanens orlRr -rRanenzlen, z.R- flRH 
aus LeuchtkMfRrlucifRrasa unr* Lucifnrin bestehpnrlen Peanens 
fr,r /MP nR"^ischt, unri uiirrl di« erhaltene Lichtemissian in 
an sich bekannter li'piSG pho tof^e trisch nGmessen. 

Als RGaqrjnzipn Fur Hie ErFassimn von ATP durch 
Pinliiminpsziinz i.'PrdRn LuciFpranR unri LuciFerin bevorzuqt, 
Ein tynischps hanrlplsudliches Hpanens ("Lumit Pf-^", Lufnac/3M, 
Nierierlandn) pnthnlt das ncrpinintR Enzym Luciferase x/an 
LRUchtknFern, FRrner synthp tiBches O-LuciFerin als KnFaktar 
riiv das En?y^, pinr?n Rtahi I isatnr , loip Pindprsprumalbumin , 
LinH eine WRrbindunn 7um Fchutz der RulFhydrylnruppen der 
LuciFprase lUPhrenH der LnqRrunn, z.R. Oi thinthrel tol . Oieses 
iRancnB i.iirH neuiuhnlich npFriRrnRtrocknet und luird in einer 
onakpn Amaulle untpr pinem yiakuun qplieFprt. Has Reaqens 
kann in einnr PuF Fprlosunq stirionnd inrt itnd anch den AnMsi- 
sunqRH ds=5 Hnfrstpllars vsrupn^Gt i-jprdsn. 



in einer n^P'Jf^-rtRn Liisunn diirchQerrihr t , unci iF?r^sr In- 
^altsstoff itiirn jnttin'r'nr In Herselben Puf f erlcisunq oner 
in 2inRr anrlRrF?n Lusiinn »?r7eunt, flif? die li»i rksa'^kei t tier 
nepuf fe^rten Lusunn nicht benintr^^chtint . PelsDielsupirie ist 
fur r^ip.sp Zi.ipckn pine hanclE3lo"iblichf3 Puf f erlosuno mit ?5mM 
Hspes unH 7,5 MnSD^ unr< rlom DH-ii»Rrt 7,75 ("Limit Puffer", 
Lu«nac/3W) bRnnnders nut nneinnet. 

n2S innk ti v/inrRnnn Enzy"' unrt ^er ihm entsnre- 
chenHe spRzifischR Inhibitor, die in Hem erf inHunnsnemJ^Ren 
\/erfaHren vpr'iiRnHet iiierripn, ki'-nnpn auf ciinc it'eise erzeunt 
unH x/i?rnackt i.iRrr»en, Hie ihre? \/prii.iRnfliinn hr?i Finer raschen 
riutarnatiscbpn AnuinnrJunn riss UnrfahrRns auf eine nroPe Pn- 
7ahl \/an Proben erleichtRrt. ^eispiplsuieise konnen Has Enzv/"^ 
unH der Inhibitor z.P. vorhe rbes t immten ^^Dnnen einzeln 7.R. 
in Anipullpn, verpackt iijerdf^n, und 7iijar nRpebRnRnf alls zu- 
sammen rrit andRren Pubstanzen fr'r ein /^ssay tjnd/odRr mit 
Hilf sstof f en , uiie "lonserv/iRrunnsmi tteln . Oiese vorherbe- 
stimnten Mennen kunnen dann mit Matcrialsatzen zur selekti- 
ven Restimmunn v/on mikrobiellen Wukleotiden zusammen mit 
Anleitunnen fur die Werdiinnunq oder \/eruinnriunn diespr Ptoffc 
□bqRqebGn uerdsn, 

AndRTR fi'tr das srf inriunqsnRmaPe URrfahren qe- 
eiqnRtc PRanonzi^n sind im HandRl erhfiltlich und kcinnen in 
dem Fachfrann bekannter I'leise erzRunt und veriiiendet werrien. 

Zu Hen 7um Erfassen von in ciner Piolumineszenz- 
nri!?r ChRmilii'ninRszenzrPFiktinn er^Runtcn Photonen neeiqneten 
Apparaturen nehoren verschiedene im Handel erbnltlichR 
ohotometrische Instrumente, u.a, InstrumentR mit PhotodiodBn 
und ohotonenzMhlinstriimentR. In einem Photanenzf^hllnstrument , 
z.P. einem im Handel v/on Lumac/^K- erhRltlichen "Piocounter" 
hjird daB in Rinr?r ^ia luminnszpnzreakt ion erzeuqte Licht Gber 



sine fRstp. Zr^itspanne von 7.". 1D, "^0 nr^pr 6U s intecirlert. 

Irlpal ist en, uipnn rins nho tomp tri schs Instru- 
Tipnt ^inr? schnGll unH autnr^atiBch nrbRltenrle Piaettierein- 
richtunn umfaOt, rii? Rin^ ncnauern Steuerunn tier Zeit, 
Hcnauinktiit unri Herl innunnen r»er in rtem Assay Hurchzuf lihren- 
clen Flchritts prmcinlicht. 

Oer bRi rier bevorzuqten pho tometrischen Erfas- 
sunn von Photonen erhaltene MpRuicrt, 7.R. in von eineT 
Photonen^fihlinstrtimRnt cirmittcltpn rslativRn Lich te inhni t en 
(?^Lc), kann mit ner ><p.nnc rier mikrobiPllRn Nukleoticlp kor- 
reliert iiit2rd«n. Dicse Hestimmuna kann auf vsrsch ieclene in 
dsr Technik bp.kannte liiRiaen rlurchnef iihrt uierrlen, z.R. in 
einom zur ncjihRnuntersuchunn r^urchnRf '"^rten Asnav auf Wer- 
unreininunncn ohRr Stt3rilitnt rlurch pinen WcHrqleich rpit einem 
vorhc?rbestinmten Rchbinlleniijert , oner ^r kann mit der Anzahl 
oriRr rlRT MgRBB rior vorhanrlsncn Zellsn knrreliert uierrien. 
npifsnislsi.iGisR kann nach einnn ublichpn Plattenzr^hlverf ahren 
Rinp StanrtarnkurvR npneriprt unri zurn KorrRlieren rtpr Zahl 
riRr knlonirrhilfienHen Einhpitpn (CFIt/nl) mit den RLE-'ilertpn 
VRT'iiRnriPt 'iierrlRn, 

OiR nachstehenrlRn Ausf t'hrunnsbeispiele sollnn 
den Umfann rlpr Grrindunn erlfiutern. In alien Heispielpn be- 
dniitnt nln " + Hnp. nin bRstimnitRr Inhaltnatoff in der an- 
neriGbenen K.onzpn tra tion vorhanden war, und ein daB cr 

nicht vorhsndRn war. Floweit nichts anderes anangehEn ist, 
sind allG in dnn Tabellen anncnebenRn Konzen trat ionen End- 
konzGntrationRn in dar Probe vor der Zurabe von Piolumines- 
zenzreaqenz ien . 

Jede Probe '.lurde nach qenornten niolumineszenz- 
verfahrnn in einem Photonenziihlinstrunient (Riocounter y?.Q? 
'••/?L)10, Lumac/3M) nnalysiert. In diesen Uprfahren tjird eine 



niLnucte von !3n o^er 1uU -'iKrclitcrn ner zu snal ysiprenrlen 
Probe In Minn Kfi\/2ttp? nr;neh°n, riie in rian 2r-ihlinstrument 
Pinpr?sr?t7t tiiirri, in riG!^ IGD 'nkrolitnr r<nr niolumineszenz- 
rr?annn7inn (Lumit °-^') zunnqf^ben i.it?r'^f?p. J^leichrpi tin miBl 
das Zphlinr.tri/"iRnt r^it pinsr In tnnrn t ionszni t \fcr\ 1Q s rjns 
nmittinrtn Licht, ficjs in T'llntiw^n Lic^tninhei tnn" (RLE-tiicr- 
tpn)" pnnF?7r>ifit '-lirr!- 

^ip F^-hinkr?it ''♦eB Enzv/^s ^1 yci^rok inase unr* dip 
'•'riknar^ksi t hpt 1 ar'^prcuribnnzoor.rMjr^^ ( "PC^'i^^ " ) , pinpr or- 
pgniGchen Pi.ir»r:kni 1 bprwcrh InHunn , ?.ls Inhibitor TTir HiesRS 
Enzv^ uiurrinn 7i.ir '^•p«-«p r tunn ihrr?r Einnunn in pinrfm prfinrtynns- 
n prrr^ " n V/o r r» h p n i r^'" t • 

-Libs ban7gn : 

- PuTf f?rl'jsijnn : Lu-^i t ^i.iffer, Lumac/?-', »^'i«?rler lanHp , ?5 
Hepiijfj, 7,5 -n^* ^''n ^iU,^ ( pH- iile rt 7,73) 

- ATP: Lu.-nac/3!-, Inhait einer Ampuile (1iJ r-Ukr onrarDm ) mit 
Puf f erlusunn anf 10 Rufripfnllt- Oienn Lusunn •iiurrle mit 
Pijf f prljSLinn irn UerhPltnis vnn 1:10 '.leitnr vRriinnnt. 

- M-nneGiunsiilf-nt : r-'f?rck nrp^H, Dnrn^ntaHt, '''unr^j^ rGPubl ik 
r>P!jtiU":hlanr! , 5G0 in h i^ipa t i 1 1 i t pt^ i.'ai:spr 

- Plvcprin alG Ak7:^n tarmnisuk^U : ^^erck, 3Ui; in birigstil- 
liprtp^ ijJnr. r,pr 

- ni vrprnkin::i3»^ nls P:n7V"i: '-Um>p. Chemical Co., '^•t. Louirj, ^•'IQ, 
.'3:] ^I/xn, ^ mn/rnl in f-' Pmnoniunisij If at , Ennkonzpntrat ion 
1,S E/ml 

- Inhibitor: n-Ghlornprcnrihpnzn^ c-urp (PG^'^^O. ^^n^ia, 100 mM 
in ^5 rr^f' Mrinprj , H , :^ ^'nDW (Lnfinnn ^iinnp L'jsunn unirrin 
mit Purfprinsunn nprart uipiter vprrifmnt, <aP. PCN-sp-Konzen- 
trntlonpn \/nn 10 mN" (Lcisunn b7hi. 1,0 n^-^ (Lnsunn C) er- 
haltf?n iiiur'^pn 



- Lucif erase-Lucif erin : Lu^nit PM, Liimac/3'^; rier Inhalt 
ninsr fl»ppullR uJurrlR mit Pufforlosunq auf 7,0 ml aufqe- 
Fullt 

°rotoknll: Es 'our^en folnenrle Proben herqGstellt : 
Puffer- GlyCEro- PCMR 



°robe 


Lusunq 
(ul) 


ATP 
(ul) 


(iji) 


niycerin 
(ul) 


kinase 
(ul) 


(pl. 


Lusunq) 


1 




50 


10 


1D 


10 


70 


P 


7 


910 


50 


1G 


in 


10 


10 


A 


J 


^70 


50 


10 


10 


10 


50 


P 


u 


91C 


50 


ID 


in 


10 


10 


P 


5 


'370 


5G 


10 


in 


1G 


50 


r» 
U 


6 


910 


50 


1G 


in 


10 


10 


c 


7 


9?0 


5D 


10 


irj 


10 


0 





Assay : 

Den Proben njurrlR als letztes Rlycerin zuqesetzt, 
un dif? 'jlirkunn lies Enzyms einzulsiten, \/or dem Zusatz des 
niycerins wurrie von alien Proben sine AliquotG von 50 Mikro- 
litern qenomnRn, Die ATP-Rpienol in rliGsen Aliquoten (in 
RLE-t'.'Rr ten ) iijurrlsn als Mullzoi tunrtn bestimfnt^ Dann uurHe 
rlen nemischen Hlycnrin zuqesetzt unri ijurr*en nach 5, 10 unrl 
5Q rnin hioitsrn Aliquoten von 50 Mikrolitern qenommen. In 
alien Aliquoten wurdG in rier besohriebenen i*ieise clurch 

Piolu'nineszenzx/Rrfahrpn bestlTimt. 
Ernebnisse : 



TARELLE 1 

Relative Lichteinhei ten (RLE-Merte ) 



P robe 


0 fpin 


5 min 


10 Tlin 


15 min 


PCMR(mM) 


1 


1311 


7?/*5 


7905 


756Q 


7 


7 


G/JO? 


9i*37 


93?9 


9591 


1 


3 


90^1 


6300 


3617 


90^0 


0,5 




G^99 


9560 


9P53 


9W1 


0.1 




9003 


9Gi*a 


£3777 


90i*9 


0,05 


r 

a 


9065 


gi?i 


898? 


3913 


□ ,Q1 


7 


G57? 


a 


13 


c 


□ 



71 



Fchluf^folncrunn: .^^us Her TabnllR 1 nrnibt sich, r^nR r^ie 
nivccrakinase sin K»irk5nni?s Inaktix/ierenHes En/vn^ ^Hr ATP 
ist (siehn Prnhe 7) i.ind daR rlic PCM^ dn sehr LiirksaTier 
Inhibitor fiir ^ie r;i vcerok inasG ist (i.ieil in Hrp Proben 1 
bis b Rin oraHer Tcil rlf7S OTP vor pinem Inaktivieren ne- 
nchHtzt hiurr^e). ^elbst bei Rinnr EnHkonznntrat ion von 0,D1 
rnf-^ PCMH i.iirrl flip nivcerokinasc nffenbar inncrhalb der qe- 
idnhlten ZeitRO bei dcr qeyahltpn KonzRntra t ion npnunenrl in 
hibiert . 



QEIF.PIEL ? 

Fmt rliR \/Rrt.iRnf1uno in sinem erf indunnsnsm^'^P.en 
Verfahren unJ^^^n nif? Hirkunn Her o-ChlGrmercuri benzoesPiiro 
als Inhibitor in Hem Riolumineszenzassay auf AT"^ bRMertet, 



Protokoll : 



ilntnr Verinenriunn von PCMH unri Hen anHpren im 
"pir.Diel 1 ven-jenrte ten ^^-uhstanzen luurden folciRnrte Proben 
heroRstellt 



°rDb? 


Puffsr- 


ATP 


pc^^R 






LLisunn 






Lo 




(ul) 


(iJl) 


(ul 


1 




5U 


ion 


A 


? 




:3G 


50 




•2 
^# 




511 


10 


A 






5D 


50 


n 


0 


qtiG 


fiO 


10 


P. 




9 DO 


5G 


50 


C 


7 




50 


10 


c 


n 




50 


0 





Assay: 

\/an jarler Probn uiurHen rJrei Aliquoten von je 
100 VikroLitRrn nntnommen. In dinsen Aliquoten uiurde ATP 
hiie beschriebpn bestimmt. 



TnPCLLE ^ 





1 






!*'ittcl- 


*j .J 

rt ries 
Kontroll- 




1 


11 


ID 


ll'J 


10 


<i;: 


10 


9 


11 


1U 




10 


<1X. 


5 




1^[)76 




i'?95rj 


13r)9S 


75 


1 




1^3190 


13^*1? 


173'^U 




99 


0.5 


5 


1791^4 


137?D 


1tt5Q5 


1ti7i*6 


99 


0,1 




17901* 


17'473 


1711f^ 


17508 


95 


0.05 


7 


17939 


18*^19 


I7t*r)f4 


17Hft7 


97 


0,01 


-J 


ifi?:»70 


1dl3D 


IBOGO 


1f3353 


luG 





Schlu^rolqeriinnr.n: 

Cn niDt KonzGRtra tionen von PQi^T^ (z.B. 0,01 bis 
1 mM), mit fienen im Fu^isniel 1 rlin Hly ce rok inase inhibiert 
i.i^riisn konntQ unH rjin ein HicluTineszenzacsay nicht sinni- 
fiknnt h«5f:in trt-'Ch tinen . Oahcr kann ini Pahnen Hf?r Erfinrlunn 
riii? •'•oTibinatian v/on nivcRrokinnsR als Enzy^ uriri PCMH als 
Inhibitnr J^it Erfrjln veriiienriRt iiicjrnpn. 

REIP-PIriL 3 

cri i.iurr^f? hIr l-iirksnrnkni t ripFj Oini trnf lunrbenzols 
(nHMFri"), einec Arvl^^lnnpnirir? ^ ?*ls Inhibitor fur das Enzyn^ 

niycprokinasR bRsti^^mt. 
Fiubs tanzgn : 

- Inhibitor: Dini troflunrhnnzDl , "^innia (9n;<.); \/e>rfii'innt mit 
absolutem Ethnnol; es 'iairrjcn folnRnrlR LuBunnen hHrnEsstell t 

- Lanunq A: a?, 7 

- Lusunn r,: o,?7 

- Lrisunn C : 0,a?7 mM 



Pro tnkol 1 



Tmjc: Hpin vnrnpnanntnn unr« v/orher beschriehEnen 
'^'-ubstr^nzpn i.mrrien FolnenriH Prabon hp rnpn t R 1 1 1 : 



lu?:unn 
f^robe Ci.ll) 



1 

9 

3 



o3u 



65n 



ATP 
(ul) 

50 

50 

[3G 
50 



(ul)"* 


Glycerin 
(ul) 


niv/cero- 
kinnsn 
(ul) 


(ul 


Losunn) 


1C 


no 


no 


100 


A 






10 


100 


P 


in 


10 


10 


100 


C 


1L! 


ID 


ID 


100 


Ethanol 



" 3 a a V : 

Dph t^rohpn hjiirne als lpt7tes nivcprln 7unesetzt, 
u-n liPf i.'ir-<unn Hes Enzyris r?i nzuls i tnn . War f^en> Zusatz ries 
GlvcfTinn ...urr«7 von allfo Pratipn eins niinuotp vnn 50 Mikro- 
litern p.nna-rnRn. PiR ATP-'-^DLPnel i" r^iGSpn Plinnnten (in 
OLF-'-'prtnn) M.irHan nlB r'ull7oitu.prt? bnstl'^r^t. Dann umrMe 
rlpn HpTiiPc'^en nivnerin zuncsetzt und .,iurf<i?n nach 5, 1U unrl 
15 Tin ...citorn niinuot-n von 5rj f^ikrolitPrn nenaa-mBn. In 
rjllPn Aiini.otnn MurriP nro in Har bRschriRtiPn^n MpisP bPRtlmmt 



£ r n '-e Li n i fi H P : 



TARELLE 



Pp. 





L) n^xn 


5 Tiin 


no rrin 


n5 Tiin 




1 


;iL!0^ 


771:5 


7%5 


7960 


.3,?7 


9 




15^:5 


laOG 


161^3 


D,a^7 




7G?5 


11 


11 


1^^> 


0 , CG?7 


'4 


7<'?Q 


9 


10 


11 


0 



F.chluRf olri (Brunei : 

Hnr \'°rnlt?ich r^.p.v ^vt r^ie Prnbcn 1 bis 3 erhal- 
ti^np^n Ernpbninr,R ^it Hen ErnRbniasGn fHr riic Probe U (Kon- 
trollv^-rciiich) 7cinnn, Hn^ nip ' vl vcp rnk i hrsp untrr Hen anqe 



30 



Menneten PeHinqunncn unH Kanzentrationcn Hurch 0,D0?7 mM 
nr!FP nicht Mirksam inhibicrt ujirri, ober bei 0,P.?7 mM miRig 
unri bei O,*^? ^n*^ nwF^ i.iirksam inhibinrt lulrrl. 



PEIPPIEL U 



Fur nio Werwendunq in riRm Rrf indunnsqemnnen Uer 
fahren uurde Hie Mirkunq von Oini trof luarbRnznl als Inhi- 
bitor in riem Pioluwinnszen7assav au^ ^'^^ beiijertot. 



Protokoll 

Aus den im Reispisl 3 veruj*3nrlEtGn Substanzen uiur- 
rien FolqentiR Protaen herqes tf?ll t : 



Probe 


Puffer- 
lasunq 

(ul) 


ATP 
(ul) 


(ul 


Lcjsunn) 


1 


asQ 


50 


100 


A 


7 


050 


50 


100 


P 




85G 


5Q 


100 


C 




B50 


50 


100 


Ethanol 



Assay ! 

Man ieder Probi? wurrten drei Aliauoten von je 
100 Mikrolitnrn nntnommen. In diescn Aliquoten murrie ATP 
wis beschriRbnn hnstimmt. 



ErqebnissR : 



TARELLE 
Mittnl- 



Probe 


1 


9 


3 


wart 


1 


1U^98 


1'47iiD 


15076 


1i*7.% 


? 


18060 


1575? 


159?9 


1591^ 


3 


15157 


15b?5 


15507 


15U?9 




13597 


m?03 


155B3 


1i+U61 



% ries 
Kontroil- 
vcrsuchs 

ID?. 2 

110 
1C6 
100 



n^'FB (mM) 

0,?7 
0,0^7 

U,0G?.7 
0 



BchluRfolnerunncn: Aus rlen Oaten rier TataRlle U geht hprvor, 
cla^ bei den 0^'FR~K»onz5n trationcn , bei dancn im Reispiel 3 
eine Inhibition f estqpstGll t wurde, das mit Leuchtkaf or- 
luciferase durcHnsf i«hrt2 niolu'ninsGZf?n?:25sav auf ATP durch 
das DWFR nicht beeintrachtig t uiird. 

FEIHPIEL 5 

Ec u)urde di2 Mirksamkeit von N-Ethylrnaleimid 
("WEM") als Inhibitor Fur das Enzym niycsrokinase bestimmt. 

•^ubstanzen: 

- Inhibitor: M-Ethvlmalcimid ("MEM"), niqmn, U^S mM in 
lu.iivi Ethnnol 

^rntnkoll : 

Aus dr?n worr|f?nanntc2n und vorherbeschriebenpn 



fiubstnnzen ujurde^n Pnlnande Probp.n hernfistellt: 



f^rabe 


Piiffer- 

ljr>unn 
(iJl) 


(ul) 


u 


Glvcsrin 
(ul) 


kinssB 
(ul) 


(ul) 


1 


3?.U 


50 


10 


10 


1U 


50 


? 


3?Xl 


50 


1Q 


10 


10 


uo 




3?.{j 


5G 


1G 


10 


10 


30 


u 




5G 


1G 


10 


10 


^0 


5 


3?Q 


50 


rj 


10 


10 


10 




9?0 


50 


10 


ID 


10 


0 



Assay: 

Dp.n ProbRn i.jurdR als letztes Plycerin zugesetzt, 
um die '•'irkunn dps Enzyms einzulei ten . \/or dem Zusatz des 
Plyccrins wurde von alien Protaen eine Aliqunte \/on 50 Mikra- 
litern nenommen. Die ATP-Rpienel in diesen Alicjuoten (in 



-3?- 



RL£-!.'prt^n) u.urrlcn als ".'ull.Rit.or^rt.. hesti^^t. Oonn ujurde 
ripn non,ir,chPn Hlycerin ^unesetzt un<i ...urrHe..n nach 5, 10 unrl 
15 min ,.3it3re Alinuntt^n van m-KrolitGrn penomn-an. In 
alien niiquotRn u.urHc Ajn in rt^r tieschr ichenon Meise be- 



Ernnbnissf? : 

~ " TAHELLE 5 

Pplative Llchtginhgiten (nLE-i^'t^rte) 





0 min 


5 min 


in min 


15 n>in 




1 




7138 


b5U7 




19, a 


9 




719? 


7GQ? 




15, □ 


■» 


7630 


7U13 


GB1? 


6957 


1^,1 


u 


11U2 


7130 


6o?3 


G3G5 


3,1t* 


5 


7635 


77-75 


b353 


59?? 


ff,1G 


5 


7?a5 


13 


15 


1i* 


0 



PrhluBralQ.runn^n; His Ern«&niBse fur dis Proben 1 bis 5 
...arriPn mit n«nen Tur die Probe; G (Kantrollvernuch ohne In- 
hibitor) vernlich.n. Gffenbar .irrl rl.o Enzy- nivcGrokinaoa 
b.i ioH^r n«t«t3teten WEM-K.onzrntratian inhihinrt. Dabei 
stGht bsnoncl^r^. nach 15 n,in rias A,js«,an clsr Inhibition in 
Pinpr nn.uisr.an Psr.ishunn 7u rier MEM-K.onrentration . 



P.EIPPIEL & 



Fi-.r din \»E2ri.iHnriunq in fjlncm cirf inrtunnsnemnRcn 
Werfnhrcn .urr-e rtin Mirkunn van r'-EthvlmalBimirl als Inhi- 
bitor in Hpnt nioluminREznnrnnnav auf ^1° bcwRrtnt. 



nrotokoll : 



AuB rien im Reispinl 5 beschrisbcncn Substanzen 
uurrien folnsnrie Probsn hGrnnstP.llt : 





Puffer- 
Idsunr] 

(ul) 


ATP 
(ul) 


(ul) 


1 




50 


50 


9 




50 


«*0 




950 


50 


30 




95G 


50 


?0 


5 


950 


50 


10 


r 


950 


50 


1 


7 


950 


50 


0 



Assay : 

Van jnrlpr Prohs luurrlen rirei AliquatRn van je 
100 Mikrolitnrn entnomn^e^n. In rtiesen AliquntGn t.mrrlE ATP 
bsschriebsn bentimmt. 



TAHELLE 6 



ProbR 
1 


1 


9 

* 


■2 


wittel- 


% rlRS 

Kantroll- 

versuchs 


WEN! (mM) 


1353U 


17596 


1^^111 




86,3 


19, a 




1?750 


I3«43e 


13'»U8 




89,5 


ir3,o 


3 


mi39 


1375«4 


13^79 


13737 


93,1 


i??,i 


/+ 


1i»it01 


1Ub67 


1^*756 


1Uf)0G 


99,0 


8,1^4 


5 


1^307 


1U75t+ 


1U051 


lUiflO 


97,6 


if, 10 


b 


15071 


150Q1 


1U735 




101, u 


D,if1U 


7 


1'i759 


1^6^ 3 


1i*n,59 


1^753 


100,0 


0 



RchluRfolGfirunnen: Eei den Konznntrntianen , mit rienen im 
Roispi-l 5 tJ3S Enzvn. eFFektiN/ inhihicrt -uurde. uirri rias 
r.iol.min..zenza3sny auf ATP durch NF.H nicht oder nur madiq 
baeintr^chtint. 



PEISPIEL 7 



OiG Hirksamkeit ties Enzyms Hexnkinase zum In 
aktiwisrnn vnn ATP unn InhibiHrbarkRi t durch riis 



p-ChlormGrkuriphpny Isulf cnsaure als Inhibitor uiurden bei 
verschi erlGPen Kan7r?ntrat ionen r^RS Enzv/'^G bsntimmt. 



- Inhibitor: p-Chlormnrcurinhpnvlnul Fanr.nurn ( "PCM^n^^" ) , 
^.inipa Cheminnl Co:), 50 mM-Lusunn in Puf f nrlCisunri 

- Enzy^ HexakinasG, "oRhrinriRr Mannheim, 1UQ E/mn, er2«?unt 
als [?tammli'iGunn \/on 10 mq/ml in 3,? Pmnoniumsulf at , flip 
vor rinr WorioRnrlunq 1:100 mit Puf f eribsimq v/Rrriilnnt wurde. 

- niucosG als Akzcntormolckul : f?inma, 100 mq/rii in qRsat- 
t inter RenzoesnurG 



Pro tokoll : 



GRmnP' rtpr Tnbelle 7-1 ijiurrlen aus den uorqenannten 

unri vorGtehend beschriebenen Rubstanzen acht Proben heroR- 

Fitcllt, dif? vprschicdsn lanq, und ruar 0, 5, 10 bzu, 15 min, 

inkubiert uiurden, ehe AliquotRn rienammen unri uie beschrieben 
analysisrt luurden. 



ErnebniGse : 

TARELLE 7-1 

Puffsr- ncsamt- 



PrnbF? 


IcRunn 
(ul) 


ATP 

(Ml) 


GIUCOSG 

(ul) 


HGxokinaGG 
(ul) 


PCMP.SA 
(ul) 


v/olumsn 
(ul) 


1 




100 


10 






1000 


9 


nrio 


100 


10 


10 




1000 


f. 




100 


10 


?0 




1000 


'4 


RUO 


100 


1C 


50 




10R0 


5 


37D 


100 


10 




70 


1000 


r 


MGO 


ion 


10 


10 


^0 


1000 


7 


f.5D 


100 


10 


?U 


?D 


1000 


n 




luO 


10 


50 


?0 


1000 



trn'iibnisf^n 





kino5-2 


(-PM) 


n min 

(r^LE) 


5 Tiin 
(HLE) 


iij min 
(HLE) 


1 J ini« I 


1 














•? 














3 








57GG 


UFA 


CI 


f» 


G,7D 










Ul 


5 










^9569 




■ 




1,U 






:^7.717 


9/^771 


7 








1911G 




1G5.19 




0,70 






13333 


11730 


9375 



fichluBi-o lnnrunnpn : Ppi zunnhmnnricn KnnzGnt rntionsn rier Hnxo- 
kinast^ (Proann ^. hlo '4 ) unri z unchmrfnrl 1 r^nqr- ri.'nrclenricn In- 
ku:.i3 l:inn£]?:<?i t:3n nii^mt ' a^noR rinn nrrn^-bnrnn ATt^ ab, v!3r- 

rnutlirrh •.•oil ri^c: ATP durch ri3s Enz\/m trani=:nhQsnhnry iisr t 
(r'.h. " innktivi^rt " ) •..•irri. '^'li Hen f^rnbnn 3 bis n orksnnt 
man, r'a*"^ Hi.ci intr^k ti v i -»rpnfir? 'lirkunn rlrr HoxnkinasG riurch die 
PCi-^'ipr/^ i.)nni.n?5t.c?nr: tnilwnlGn inhihiert «.iirri, 

r-ur. EroRbni'^s'^n nc^-bt f^rnr-.r horvor, flcH in 

Abi.icsnnh??i t \/on H^xokinasG durch Ginn i.jirkEom?. Konzpnt ration 
von PCMPnn 3iinin (i-ji.-: bei riRr Probn 3) das dp.rauf f olnnnrle 
^■:ln l.ii'nrnt!!'. ^'I'H 7 nr.nnv 1-n itinnnnt.l I rjhrn ni. cht bnf?intrr'»nhtint 
tji rrj . 

nrinpi EL 3 

f)n in riem r2rFinrlLmcisnemnR(?n \/erFahran der Inhi- 
bitor hiiufic glcichzcitiq mit ninem zwRitnn FrRisctunqsmi t- 
tpl zuPHGDtzt liiird, Murrien dis Mirkunnen pines handefeub- 
lichnn zueitRn FrfjisetzunnG'^i ttcls auf die Inak t i v/ierunns- 
wirkunn des Enzyms HsxckinasG und auf diE Inhibition der 



n u Ll s 1 3 n z J n : 

- Ziii^ltnr, r rr:i nr? t zunriG.T.i t t.7l ("ZFil"): Ht^misch aus p.thoxy- 
llrirtc'n nurt^rn^rpm Ar?in unr* quQtern?irGn Ammnniumsclzen 

P r □ t n I c n 1 1 : 



Hrjinr.n risr Tnbcllr; -j-l Murrlnn nus rtnn vornnnannten 
unf \/orritc-?hr^nr< tiSGChriciinncn Rubstanzcn zunphmRnrlc Knnzen- 
tratinnnn vnn HnxrjKinnriR mit urni nhnc PCMPFA hcrqcstellt. 

TAT'ELLC r:-1 





ZF^• 
(Ml) 


ATP 
(ul) 


r.lucase 
(ul) 


Hp y ok innfiP 
(ul) 


(ul) 


vnlumpn 
(ul) 


1 




IGG 








1UQQ 


9 


1 


IDG 


-10 






loon 


3 


L17CJ 


10D 








1GGQ 




PMU 


ICJu 


1G 


50 




1000 


5 


CIQ 


1G0 






?□ 


1000 


J 


::r.n 


10G 


10 


10 


7U 


lOGG 


7 




1CjG 


1u 




?G 


1000 




J ' y ' 
* ■ ** ^ 


1UC 


1G 


50 




1000 



»» . . . (-^ i ^ r~ p, . 

TAPIILLE M-"^ 

?-i{ixo- Erqc^bnissR 
kinnsr? PD-'PFIA 0 nin 5 min 1fl min 
^rnbn (E) (m-M) (T^LE) (RLE) (PLE) 



1 






?6'+S7 






9 


0,1^ 






•:;78S 


1713 


— ^ 










kl 




0,70 






1:3 


15 


5 




1,0 


.?Gt*!37 




?5?Qi+ 


(- 
-1 




1,0 




15397 




7 








1157^ 


1^?tf73 




0,70 


1.0 




'+?1? 


3011 



f^chlunF olneninnnn : Mnn nrkpnnt, rlaO in AniiJESGnhFi t ties ZFM 
Hoxnkinnsp Hurch PDMPHA rinnOncnc^ inhibinrt 'ijRrHRn kann. 
nurch nie PCMP^n. allein das mit r^Rm ZFM (iurchaef nhrte 

Piolurpip'pszpnznsr.av atif ^TP nicht nder nur sehr uienin be- 
eintr?ch tint • 

REir.PIEL 

Es ijjurrinn rlic Einfltlsse einer bci Zimmcrtempe- 
ratur crfolqenrlen Lnqnrunn ainn?r HsxokinasG-GlucosG-LDGunn 
in sincr PuFrerlosunn unH in einor ein erstss Freisetzunqs- 
fnitt2l Rnthaltcnrtcn Ltisunq miteinnnder vnrnlichen. Das ne- 
i.i^hltc Enzyn gdII vnrzunsuie ise zum Insktiviercn von ATP in 
nnt.JGsenhfjit nines nrstcn F raisetzunqsni ttnls qDeiqnet ssin, 
wnil rias Enzy^n unri Has nrstR Frpisc2 1 zunnGmi t tel ORuiuhnlich 
qlcichzGitin worhanrten sinci unri ofinnbEnonFails auch gleich- 
ZGitig zuqeqeben wf^rdnn. 

HubGtnnznn : 

- Erstss Frsisetzunqsmittel ("EFM"): Ethoxyliertes Alkyl- 
phsnDl nit Na-Azid als KonsBrwiGrunnss to ff (NRT,, Lumac/3M). 

"rotpkall : 

Mntftir V/pri.isnriunn Her unrqenanntcn unri varstehend 
bnschriybnnGn Stjbstanzen ii»urdt?n zojei Lnsunnen hnrnestnllt. 
1: Hcxokinaso in Puf f eriusunn : Zu 1,U ml Pufferlusunq wurden 

kQ [^.ikrolitcr dcr HexokinGse-ntammliisung unri ^'Q Mikro- 

litnr der niucoriG-ntammlununn zunGr.ctzt. 
7: Hexokinaso im EFM: Zu 1,0 ml des EFM wurden UQ Mikroliter 

der Hexokino5R-Fitammli:sung und 20 Mikroliter der Glucose- 

ntammluijuna zuqosetzt. 



-3C- 

Die bcir^nn nenischn iiurrlRn nls solchR bei Zim- 
nnrtsmnRrCitur n^nriJoinhGrt, In Ze i tnhn tnndpn von 1 Rtunrle 
f.purrli? riie Aktivit^t rlcr HRxokinnse? in rlen bi?iH2n GomiGChen 
rlurch Talqenrins Anr.ay nnnnhsrnri hc^.tirrnt: 

A. Zu 5G 'Vrikroli torn ATP-Lusiunq uiurricn 50 Mikra- 
litcr PuffnrlLSunn und 1QU Mikralitnr Lucif prasn-Lucif erin- 
L'icunn zuqesG?t7t. ATP wurrlc luir? fanschriGhsn bestimnt. Hie 
LrnnbnifjSG sinri in Mrt Rpalte A ric?r Tabellc 9-1 annnriebRn. 

f". Zii 5G Mikrolitern ATP-Lcsunn wurden 50 Mikro- 
liter Hi^xokinasG in Puf f nrlusunri zuncRetzt^ Oipse Lusunq 
luurrin 5 'nin bci ZirnmcrtEmnGratur stehnnnelossGn . ATP luurriG 
bjic bGGchricbrjn bp.stimmt. Oie drnnbnisEG Gind in der Bpalte 
Q cler TabRlle 9-1 anqonfihGn. 

C. Zu bU l^ikrolitern ATP-Li-Dunq uurden 50 Mikro- 
liter dGS CFM und 1GG Mikrolitcr Luci f RrasG-Lucif nrin-Lu- 
Gunn zjpcsntzt. ATP u'urde inin beschrir^bcn bestimmt. Dip Er- 
qebnissn sind in der SpaltG C dnr Tabells 9-1 anncnebGn* 

Zu 5n l^ikrolitern ATP-Liir.una tjurden 50 Kdkro- 
litRT HexokinaGR im EFM zunesatzt, und das Gemisch uurdc 
5 min ntGhnnnnlassnn . ATP iiiurde nic bv^schriGbGn bestirnmt, 
Oin Ernnbninr.p sind in dnr .^pnltco 0 dnr TabGlle 9-1 anneqebGn. 



ErnnbnisnG : 



I .■3-'iprijnr;ri7'''l t 



A L_ 

r. X P _ u G n c. n ^. r. - ^. T f-^ - 1 p t n n i n 



/ 



7.% 79 



nnrzh v 'nin 




nnch ^) min 
(PLE) 


.■1 


prr.1^ 




n 










1670 


in 


53c.irj^ 


1175 




5^4 3Gt* 




13 


jIG?? 


ia?a 


19 




a? 3 


11 




1G99 




Hr'XDkincT^Q 


nnch Dc?r 



Lencrunn AT" in Li^sunnnn inaktiv/icrDn knnn, riip EntniEdEr 
rias if:'- nr'nr c^ie Puf f ■?rl'):-,unq pnthaltRp. HIp fiTP-Rf3St- 
eoinnc;! nnch 5 min sinri z..,ar bei HRxnkinar.n in EF'-': ststs 
h.ihr.v Dls nni Hcxdkinnr.p in Pnf fprirnimn . Rln ninri jarlnch 
.••.;)Pr riin nan^;- Zcit stnts ni-rlrin, -ac hcG-int, riaH riie 
Hsxokinns- rlurch R.lnn mlnHnstKn!: V-stimr^inn Lanprunn nicht 
n=?5r,hr-.(HiPt 'iiirr'. 



r^A ''.P T.F.L i n 

rr, MurHnn Hip innktiwiPrpnfHp Aktivitf-t riRS En^xyms 
rtcc!tntkinP. = r, unrt SPinP Inhihiprharkr.. i t dnrc:^ PCr-'PF.A hP- 



Enzxy-n Acctatk in:^H- : Po^hrinoPr Mnnnhfiim, 17U E/mn. Hr 
hiUtlinh nlr. 1 ■no/ml in 3,? P.-nn-Dniumsulfat 
- MannpsiuPiBcetat p.Is f*.k7f^ntnrmolpk.:il : T'^erck , 0,3 M in 
!jiriestilli2rt.eT. l-'asspr 



Pro tokoll : 

Untf^r \/nriJsnrtunr) der varpenannten unci vorstehenri 
beschrinbener Substanzen wurden Probcn gemhR der Tabelle 
10-1 horncstellt, Zum Einleiten der Enzymiuirkunn uurde 
AcRtatkinnsG zuqesetzt. Von diGcen Proben wurden nach 
□ , 5, 10 hzui. 15 min Aliquoten von je 100 m Mikrolitern 
Entnorpmen, Oas in disssn Aliquoten enthaltenr^ ATP wurde 
u)if? bGSChrinbcn bestimmt- 

TA^^ELLE 1Q-1 



Mannesiurp- Acetat- 

acstat kinasR PQ''P?A 

Endkonz, Enrikonz. Endkonz. 



Probe 


EF^^ 
(ml) 


3 mN) 
(ul) 


1,7 E/ml 
(ul) 


0,5 mM 
(til) 


1 


1GQ0 


10 






9 


1D0Q 




10 






1CQ0 


10 


10 






10QD 


10 


ID 


10 



3cdB Probe cnthiplt ferner: Mn^O^^ ("^O Mikroliter) 
fiir "Ljine Endkonzentrat inn von 5 piM und ATP (100 Mikroliter) 
fnv Gine Endkonzentrat ion von 1,0 uq/ml. 



Ernabnisse : 

TAMELLE 10^? 

RLE-'i'crt nach 



Probe 


0 min 


5 min 


10 min 


15 min 


1 




517!? 


5105 


5307 


r> 


5?3P 


331S 


3096 




3 


5??1 


15 


1? 


15 


U 




?911 


??63 


?36? 



fjcHl unFolncBrunnRn : nin '.iGrtG fur niR Kontrol Inroben 1 unci 
? fccGSHRn, flan in Abuins^nhRit flee Enzv^ns Acetatkinase 
(Prohc? 1) orlsr st?in«?s AkzsntormolskiUs MonnBsiufnacG tnt 
(Probn 7) rlor ATP-HDinnRl i.mhrcnrl rtnr nanzF?n Versuchszeit 
v/on 15 Minutr.n knnstant blnibt. Her ni2r»rifiere nLE-l«'ert 
bni dnr Prch^ ? ist vnrmutlich darnur 7urnck7uf "ihrRn , flnB 
das in Arnroniumsulf at zunrsetztc Acstat Rin stfirkerec Ab- 
schrsckcn bnuirkt. 

nio Hfzrte fur riia Probe 3 besaqen, rlaC? unter rien 
ann52uic3nriRt2n RGriinnunn^^n riic AcetatkinasG in neqenwart 
ihrnn AkzantormolRkulr, ATP sebr i.iirkRam inaktiviert. Das 
qpht aus cicr Tatcache hRrvor, riaf^ rler ATP-Snierjf^l nach 5 
min fast auf den Unt errirunrlnaiiel verminrtnrt war. 

PCMPFiA hat nuf Acntatkinase offenbar eine be- 
trachtliche inhibierenrle Mirkunn, ueil nach 5, in und 15 
min. in dar Probe U (mit PCMPEIA) mehr ATP erfaHt uird als 
in dnr Probn 3 (ohne PCMPSA). 

Oahcr versteht RS sich, daB die Acetatkinose zum 
Innktiuicrsn \/on ATP v/crMendet werden kann und daR das 
F.nzvn nffanbar riurch PCf-''PFA inhibierbar ist. 

PEI.SPIEL 11 

DiR inank tivierendR liiirkunn des Enzyms RlycEra- 
kinase wurde umhrenri einen Zcitrnums in Ginem Bereich von 
Konzentratinnen mit rir.r von Apyrase vGrrjlichen. 

- Apyrasn ("nomase", Lumac/3M, oef ri erqe trocknets Apyrasc, 

Rtbia ^,8 E/Ampulle), mit Pufferltisunn auf 1,0 ml aufnefullt 
«. Rnhmilch: worn ortlichen V/crtrieb, Trinkrahm, sterilisiert 



J^rotokcll : 



r-iRmn'^ ripr TnhRlle 11-1 jjurrlen aus r^cn v/ornf?- 
nanntpn ijnH aus vorstehenrl beschriBbsnf?n Rubstanzen vier Pro- 
den hcrnHStellt , von risnen nach U, 5> . 5 , 5, 10 und rnin 
AliquotRH nRRonmcn uujrHen. 



Erqebnis3e : 



TAP.CLLE 11-1 
r^lycerin Glycero- 



Rohmllch tf^- (Endkonz. kin?3se flgyrase 

ProbR (ul) (ijl) 3,0 mM) (£/-^l) a/^l) 

1 500 MO - - 

5CJ0 5G0 + 

3 5CG 500 %Q<^ 



*4 500 5GU + 



TnnF.LLE 11-7 
f^lvcnro- PLE-i'.'prt nach 



1 

9 

•2 







0 rpin 


?,5 T^in 


5 Tfin 


IQ min 


70 mn 


0 








117.0 




?U3 


□ ,'4^5 




6?6'4 1 




613 


790 


702 


1 , 




57863 


7?1 


3^4 9 


^30 


1«t9 


?,1? 




67SS7 


?a5 


197 




107 



^chlu^rnrlperunngn : Man erkennt HaP in tiem Assay dor RLE- 
''•prt in r!r»n r?rr.tr.»n , 5 min mit hiihoppr Heschiiii nrii nke i t ab- 
nimmt alG in den r»arauf roinenrlen 17,5 Tiin. Die Reaktiansqs- 
schujinriinkeit von enzymkatnlysierten Peaktionen ist hpufin 
u.a. aiich v/on rlen KonzRotra t ionRn ries Subntratis jibhElnnia* 
Oir? ^^uhntratP ^••r niy cnrnk inann slnrl neMOhnlich «TP unri P.ly- 
Cf?rin. Rsifn Warhpsnrlensein \/on Glycerin i^p »'berschul3 hpnr)t 
rii*' nr?nktiansnpschujinriinkeit in hohem i^^ar^.e von der ATP-Kon- 
7entraticn ab. Da uirihrend der Uersuchszei t die ATP-Konzen- 



tration sRhr sc»^ncil r-ibni'nmt, nimmt auch (liR Peak t iansnG- 
sc^iiiiinHinkeit nb. Dip nach ?,5 '"in erhaltsnsn PL£-l!lerte 
bEPSrinpn, riaP nie f^n^chi,iinciinkRit Hpr Abnahme c^pr RLE-i''Rrte 
von tier Mennp ripr vQrtiJGnrJe tpn PI vcerokinase abhnnnt. 

FE?rni?r knnn T^cin erkennen, (-"an hei ??ine?r Veruienrlunn von 
r^lycRrok i nnnr? in K-on^pntrntionsn v/on orler ilber 0,^?5 E/ml 
rii?? f^Lfi -'=*pr tP sinnifikant Echnellsr ahnphmnn als hei 
n,09(i E/'^.l -nvrasp (in «iblichGn l^rotokolicn luirH h^iufin 
□ ,0*^5 E/mi ^^^v^asp vpri-iGnrle t ) . 



^EISPIEL 1? 

Ea ijturr*e bentimiDt, in ijielchen Kanzentrationen von 
GlycRrin und N^annesiurPGulf at eine antirnalF? Aktivitat ner 
nivcprnkinas?? erzinlt uiircl. 



F^s hfiit fjic^i oezeiqt, '^a^^ bei Enrikonzentra tionen 
v/on Plycerin von 1,5, ?, G, 15 und ?0 in f^nhmi Lcb : EFM- 
LosunnE?n (513:50) die Aktiwitnt won G,U?5 E/ml Ply cerokinase 
durch sine Inkuhation van 5, 10, ?0 orler 30 min nur uenin 
ver^nrlRrt iijirri. Daher iidrd rlie Peschiuindiqkei t der Inakti- 
vierunn von ATP durch □,^^'5 E/ml PI ycerokinase durch pine 
Rtand^irdkonzent ra t ion van niycGrin in einer HruRennrrinunq 
von f?tiiia 3,0 nffenhar nicht beqrenzt. 

In ^hnlichnr 'i'f»inp ijinrrlpn \/ersuchp mit Maqnesium- 
sulfat in EndkonzF^ntrationen von 1, ?, 3, 5 und 10 m"^ 
bei n,'»'5 £/'nl P-lyccrokinasR durchnpfilhr t . Da bei zunehmenripn 
Konzpntrat innen eine nerinne Zunahme ripr Aktivitnt srkenn- 
bar ujar, i».»ird annenomTf^n, daH n?ine Endkonznntratl on von etwa 
5 mM zuFr i prisnst el lend ist. 



ntlFiPI^L 13 

In riissem \/ersuch uiur'^e r«as Freisetzen unrl Mes- 
ssn von oiikrobi^^llprp ATP in einer bBreits Gly cerokinase ent- 
haltsnden Lasunn simuliert. 

Protokoll : 

Es ii«urrien Proben aus falqenrien Rubstanzen heroe- 
stGllt: 1000 '^ikrnlitRr ^nich (vom artlichnn Uertrieb, Trink- 
rahm, p.tRri 1 isiert ) , f300 Mikraliter EFM, Mikrolitpr oi- 

nsFi hanriplrublichen erstpn Frcisetzunasmi ttels , nas in einer 
Puffcrlnsunn f«tr niR N^ernenrfunn mit Probf?n, ObstsnftRn 
(F-MRr;^ Lun>ac/3M), herqps t(?l 1 1 uiirr^, nnrl ,^5 MgPQ^, Etwa 
\;erwenc^*3t'2s HlvcKrin hatte eine Enrikonzentra tion von ^,U1 mM* 
niycRrakinass oiar in rif?n in ricr Tabc?lle 13 annPnc?benen Kan- 
zentratianon v/orhanrlen. Zu Rpqinn jecles Assays wurrle ATP 
(10 mn/ni) in rien ZFKi zijqesetzt. Ettija vernicnclete PCMPRA i.iar 
in dieser ZFM-Aliquote ebenfalls in einer solchen Menne vor- 
hanrlan, rlaB flie Endknnzentrat ion 0,5 'dM betrua. 

Zu PRqinn ries Assays wurden zu 50 Mikrolitern 
der betr£2f fsnrlen Probe ICJG Kikroliter ZFM/ATP + PCMP^A zu- 
nesetzt. iMach 15 min (rler normalerMeise fur die Extraktion 
v/on mikrobiEllen Mucleotiden mit ZFM veruienrieten Zeit) wur- 
den ion '^ikraliter Luci f erasf?-Luc i ferin-Lanunn zunesetzt 
und hiurde ATP i.jie vorstRhnnd beschriebcn nemessen. 



ErDC?bnisnt?: 



nivcnrin klnss?? PC^Pro r>LE- a rles 
°rabe (1,^*7 ^'^) Cr./rrl) Q,5 rr-^) I'^prt Contrail- 

\/f?rsuchs 



Q,U7 + ^o957 10D 



1 

9 



5 + 1,0^+ 17^13 73 



b + 
7 + 
9 + 



1,0«4 . 7? 1 



Rchlu^folqerunnen: Man erkennt, lia^^ (in nbwsspnheit von 
PCMPRA) GlycerokinasR in jeiier rler in c1t>n Proben 7 bis 9 
veriiiande ten Kon7GntrEi t ionpn in milchhaltigen Proben inakti- 
vicrend iiiirkt. iiisnn ein Inhibitor vnrhanrien ist, uerden die 
Kinatik ripr n tat Ifi nriendcn Reaktionen und die relativun Kon- 
7Entrntionen und die ZunabezeitRn dnr Reak tionspartner uiich- 
tin. iiienn bf?i jednr der drei Konzpntrnt ionen der niyceraki- 
nane rinr Inhibitor hei siner qenpbenen Knnzentration 7usam- 
men nit AT^^ in rif?'T,3P.ltaBn Zeitpunkt ^uqesetzt biird, nimmt mit 
rinv nu5nnnnf-.kan7r?ntr!n tinn dps En7yms dip fMP-Mnnqe ^u, die 
Imktiwiprt '.drd, hpvor Has Enzyf^ vollGt^'mdin inhihiert wcr- 
dpn kann. Ab«r •'iTP kann in jpHpr ^rnhp fentnestellt i.ierden, 
unri Rs kunncn ^.nir>nnl in dcr ^^php. der '<nn t ro lisp ipqel fcst- 
nc?GtGllt uerden, i.ienn die Ausqannssniene 1 des Enzx/n^?? nenuqend 
niedrin sind, «jin in den Prohen U bis 6. 

FEI^^^IEL lif 



Die »'!irknnri und die Inhibition von Gl ycerokinase 
wurdpn in zuei verschiedcnen Proben - r>»tich und Dranqensaft 



opfi: t iTj^^t , ni2 h^ufin in niolijfr»in??s7P2n73Gr5avs niif i k rnh .1 [? 1 1 o 
WE»riinreiniqiinn nr-testnt i.ierrlRn , 

Prntokoll: 

Zv» '.mrrinn CrJ^nnnnsnf tnrnbpn mit [3nC ^-^ikrol i tern 
Grnnn^^nsaft (RiPr^Rl, r-ic?Herlnnrie , nhnr? Knnserv i erunnsstn f fe , 
n^ritnuriGicr t) . 500 :-'»ikrol i tnr nt?puf f er ti?5 ZFM, 3 'nM Hly- 
ci?rin iinii n^nphenenf G,5 mN' PF-wP^n hprnestpllt unri bE?i 
uii?r \/=?rr>chir?r^r:nf?n nivcproklnarinknn^Rntrationen Tj , 10 
h7».», ''0 min Innn inkuhi'zrt. 

Auf i^hnlichf? I'lffise '^lurrinn ^rcb^n rnit ^Ulc^ herne- 
Gtfjllt, bt?i flnnnn 50G ^iik ml i t :?r f^ohmiich (frisch, vom art- 
ILchsn PniJf?rn) unri 5G0 Mikrnliter EFM anstk^llp r^Gs nf?nuf- 
fcrtnn Erf" wo riiicnti'? t iiiur^^on. 

H r n p ! .") n i s n V' : 

TARELLE U 



( E/ml ) 




G min 


PLE- 
'3 fnin 


-ti'ert nach 
10 min 


?Q min 


^rrjbf:: 


i'irinncpnsnrt 














1137% 




?i*P 


1t*6 




+ 


1'*^3G9 


1/+5'mt» 


15Uv?7 


155l3f*i? 


i,rjG 




iai7% 


?31G0 


1?5U 


1U5 


f ' 




11 "^'W* 3 




1^V» 


1^0 








1'4?35^ 


1399^9 


151?^.99 






1G9'?'»9 


M75 


IS*^ 


83 




+ 


1 16^3? 




1''3137 


1'?578'. 



kinase 
(£/ml) 






Dl C" liIo-n+- 
"L_C.~ ''cr L 








□ min 


5 min 


10 min 


?D mi 


Probe: 


Pohmtlch 










Q,85 






111 


55 


33 




+ 


13G? 


1«49i» 


13i*a 


1?BQ 


1,Do 




1G93 


?.Q9 


17Q 


5t» 






a^s 


^^Q 


70 


33 








13^0 


13£»? 


1733 








110 


^♦0 


3tf 


k,2b 


+ 


1173 


13U 


137U 


10^0 



f^chlunfolqerunQgn: Die Eroebnisse Her mit Grannensaft bzui. 
Niilch flurchgef uhrten \/c?rsuche besaqen, rIaR ahnf? Inhibitor 
rlurch Rlycprokinase selbst bei der nerinqsten Aktivitat 
tij?1hr£2nri eines Zeitraums von ?□ min im uiesentl ichen alles in 
r1c?n Proben vorhanriene ATP inaktiviert uiirri. 

Ferner crknnnt man, liaR flie gewahlte Konzentra- 
tion r'GG Inhibitors zum Inhibiernn rtes Enzy^r^s selhst in den 
huchfiten N/ertoRnHe ten Knnzentrat ianen nennnt. 

PEir.PIEL 16 

Fi"r tiiR nchnRllr? Erfassunq von Mikroorqanismsn 
in Rohmilrbproben uiurcle ein im technischen MaBstab durch- 
rnhrbnrres Protokoll erarbcitet. 

Es ujurdR eine EFM-.StammlQsunq hnrqestellt, die 
3,0 mr^ niycRrin unri 5,0 mM MqBO^ Gnthielt. Ferner uurde eine 
ZFM-StammlQSunn herqestellt, die als Inhibitor 0,5 mM 
PCMPSA enthislt. Unn)ittRlbar — vor einem Assay uiurde mit 
dem EFM/Glycerin/MqPO^ cine Losunq herqestellt, die 1,275 
E/ml RlycerokinasG enthislt. 



Protokoll :. 

1. ?5 MlXrolitnr nnhmilch i.ir>rrlpn In cinp Kfix/cttR nf^nehen. 
7. IDU Mikroliter rif?r E:FM/'~-lvcorokinase-LLjsunq uiprclen 7uqe- 

setzt . 

3. nie K.-jvGtte uiirrl 5 irin bei ZimmRrtemperatur stehenrie- 
lassen . 

U. Die KL.vGttn urircl in die Z^^hlkamacr Ginpo Photometers ein- 
gesetzt . 

5. Eg usrcien 100 MikrolttP.r ZFti/Inhibitor zurit?sstzt. 

6. Wach eioRr Inkubation von 10 orier 15 s .uerrien 100 Mikro- 
litar Luciwerase-Luciferin-LLisunn zuqesetzt. 

7. nas Licht uird wahrenrl ninnr Inteqrationszeit von ID s 
nn-nessen, unc! die RLE-Herti; werden auf qezRichnet . 

E53 ist sine snne Correlation (Korrelationsko- 
effiziant = 0,91) zwischen dem nach dem erf inriungGgomsOen 
V/erfahren bRstimoiten mikrobiellon OTP und der Anzahl der 
mikrobiellen Zellen f cstzustellen , die als koloniebi Idcnrie 
Einheitpn RrfoRbar r.ind, i.)enn Uerdunnunnen derselben Proben 
auf cclcktivanarplatten aufnebracht, '♦a h bei 37°C inku- 
blcrt und nach ublichnn Wr^rfahren nnznhlt u.urden. 
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H 37 86 279.0-na 



patentansprOche 

1. Verfahren zum selektiven Bestimmen von miicr.obiellen 
Nukleotiden in einer Probe, von der vermutet wird, da0 sie 
sowohl nichtmikobielle als auch mikrobielle Zellen ent- 
halt, dadurch gekennzeichnet, daft das Verfahren folgende 
Schritte umfaBt: 

(1) nichtmikrobielle Nukleotide werden selektiv freige- 
setzt ; 

(2) iiti wesentlichen alle f reigesetzten nichtmikrobiel- 
len Nukleotide werden durch die Verwendung einer wirksamen 
Menge eines inaktivierenden Enzyms inaktiviert, das keine 
Hydrolase ist und das durch einen spezifischen Inhibitor 
inhibierbar ist, 

(3) durch die Verwendung einer wirksamen Menge eines 
spezifischen Inhibitors wird das inaktivierende Enzym im 
wesentlichen vollstandig inhibiert, 

(4) mikrobielle Nukleotide werden selektiv freigesetzt 
und 

(5) durch ein geeignetes Assay wird eine statistisch 
signifikante Menge der f reigesetzten mikrobiellen Nukleo- 
tide erfaBt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die erfaOten mikrobiellen Nukleotide Adenosintriphos- 
phatnukleotide sind. 



3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
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10. Materialsatz zum Durchfiihren des Verfahrens nach 
einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gelcennzeich- 
net, daB der Materialsatz vorherbestimmte und einzeln ver- 
packte Mengen des inaktivierenden Enzyms und des ihm ent- 
sprechenden spezifischen Inhibitors enthalt. 
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